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RESUMO

Este estudo avaliou a colonizagdo por Staphylococcus spp em superficies de
artigos médicos (estetoscopio, esfigmomandmetro e Sonar Doppler) e das
fossas nasais e maos dos profissionais do servico de atendimento ao pré-natal
de duas Unidades Basicas de Saude no Municipio do Rio de Janeiro, no
periodo de 2009-2010. Foram coletadas 79 amostras que resultaram em 49
isolados, submetidos a caracterizacdo fenotipica (bioquimica e suscetibilidade
aos antimicrobianos) e molecular (PCR dos genes coa, femA e mecA). Trinta e
cinco (71,4%) foram coagulase positivas e 41 (83,6%) apresentaram a enzima
DNase. A susceptibilidade aos antimicrobianos resultou em 19 perfis de
resisténcia, 34,6% apresentaram susceptibilidade aos nove antimicrobianos
analisados, 53,6% foram resistentes a eritromicina, 34,6% a cefoxitina, 30,6% a
oxacilina, 16,3 % a clindamicina e 2% a vancomicina. A PCR dos genes coa,
femA e mecA resultou na amplificacdo de um unico fragmento variavel de 650 a
900 pb, 900 pb e 500 bp respectivamente em 75,5%, 71,4% e 30,6% dos
isolados, respectivamente. Dos 49 isolados, 20,4% foram coagulase positiva e
resistente a oxacilina e, portanto considerados “Meticillin Resistant
Staphylococcus aureus” (MRSA) e 10,20% “Meticillin Resistant coagulase
negativa Staphylococci” (MR-CoNS) apds a confirmacdo pela amplificacdo do
gene mecA. A resisténcia concomitante a eritromicina e a clindamicina foi
observada em 10 cepas (20,4%) que apresentaram o fendtipo “Macrolide-
Lincosamide-Streptogramin type B” (MLSB) constitutivo. Oito isolados (16,3%),
apresentaram perfis multirresistentes (cinco ou mais antimicrobianos) e foram
identificados como MRSA. Dentre essas oito cepas multirresistentes, uma cepa
isolada da mao de um profissional, apresentou também resisténcia a
vancomicina. A evidéncia de Staphylococcus patogénicos em equipamentos e
profissionais de saude traduz a preocupacdo com a protecdo da saude de
pacientes, profissionais e da comunidade. Uma das atribuigcbes da Vigilancia
Sanitaria é a conscientizagdo da importancia dos procedimentos de limpeza e
desinfeccdo das maos e dos artigos médicos utilizados nos ambientes de

salde.
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ABSTRACT

This study evaluated the colonization of Stpahylococcus spp in three medical
items (stethoscope, sphygmomanometer and Doppler Sonar) and the nostrils
and hands of professionals of two basic prenatal health units in the municipality
of Rio de Janeiro, from 2009 to 2010. Forty nine strains of Staphylococcus spp.
were isolated from 79 samples collected and were characterized through
phenotypic (biochemistry and antimicrobial suceptibility) and molecular (PCR of
coa, femA and mecA genes) assays.Susceptibility tests showed 19 different
resistance patterns with 30, 6% susceptible to all nine antibiotics tested, 53,6 %
were resistant to erythromicyn, 34,6% to cefoxitin, 26.53% to oxacillin, 16,3 %
to clindamycin and 2,0% to vancomycin. The isolates were identified and
characterized by PCR of coa, femA and mecA genes yielding single fragments
of 650-900bp, 900bp and 500bp from 75.51%, 71.42% and 30.61% of the
isolates respectively. From the 49 isolates, 20.41% produced coagulase and
were resistant to oxacillin, therefore considered “Meticillin Resistant
Staphylococcus aureus” (MRSA). Other 10, 20% resistnt to oxacillin were
coagulase negative and considered “Meticillin Resistant coagulase negative
Staphylococci” (MR-CoNS) after confirmation by amplification of mecA gene.
Additional resistance to erythromycin and clindamycin was detected on 10
strains (20, 4%) showing the constitutive phenotype Macrolide-Lincosamide-
Streptogramin type B (MLSB). Eight isolates (16, 3%) presenting multiresistant
pattern (more than 5 antibiotics), were characterized as MRSA. One of these
strains also showed resistance to vancomycin. The detection of such strain in
the hands of a health professional is of concern since this antibiotic is used
against resistant staphylococcal strains. The high incidence of pathogenic
Staphylococci colonizing the medical and health professionals from both
primary health care suggests the need to a better control of the hygiene

practices in this environment.
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1. INTRODUCAO

1.1. Unidades Basicas de Saude

O Sistema Unico de Satde (SUS) foi criado pela Constituicdo Federal de
1988 (BRASIL, 1988) e regulamentado pelas Leis Organicas da Saude n.°
8080/90 (BRASIL, 1990a), e n° 8.142/90 (BRASIL, 1990b). Deste Sistema
Unico de Salde fazem parte as unidades béasicas de saude, os hospitais
(incluindo os universitarios), laboratérios, hemocentros, bancos de sangue,
além de fundacdes e institutos de pesquisa, como a Fundagcédo Oswaldo Cruz e
o Instituto Vital Brasil.

As Unidades Basicas de Saude do SUS sdo aquelas que prestam
servicos de saude em regime de ndo internacdo. A natureza desses
prestadores de servico esta agrupada em publica (federal, estadual, municipal),
privada (privada com fins lucrativos, filantropicos e sindicatos), universitaria
publica e privada. Os tipos de unidades estédo definidos em funcao da estrutura
e capacidade de atendimento ambulatorial: Posto de Saude, Centro de Saude,
Policlinica, Ambulatério de Unidade Hospitalar Geral, Ambulatério de Unidade
Hospitalar Especializado, Unidade Mista de Saude, Pronto-Socorro Geral,
Pronto-Socorro Especializado, Consultério, Unidade Mével Fluvial, Clinica
Especializada, Centro/Nucleo de Reabilitagcdo, outros Servicos Auxiliares de
Diagnose e Terapia, Unidade Movel Terrestre para Atendimento
Médico/Odontologico, Unidade Mével Terrestre do Programa de Enfrentamento
a Emergéncias e Traumas, Farméacia para Dispensacdo de Medicamentos,
Unidade de Saude da Familia, Centro de Alta Complexidade em Oncologia I,
e Unidade de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2006).

Segundo o Cadastro Nacional de Estabelecimentos de Saude (BRASIL,
2006) o Centro de Saude é a unidade para realizacdo de atendimento de
atencao basica e integral a uma populacéo de forma programada ou nédo nas
especialidades basicas, podendo oferecer assisténcia odontoldgica e de outros
profissionais de nivel superior. A assisténcia deve ser permanente e prestada
por médico generalista ou especialista nestas areas. Pode ou ndo oferecer
Servigo de Apoio a Diagnose e Terapia (SADT) e de pronto atendimento 24

horas, e o Posto de Saude como a unidade destinada a prestacdo de


http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=169
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=169

assisténcia a uma determinada populacdo de forma programada ou nao, por
profissional de nivel médio, com a presenca intermitente ou ndo do profissional
médico. No municipio do Rio de Janeiro essas unidades de salde estam
distribuidas nos bairros que ficam agrupados em areas programaticas (APS)
cuja responsabilidade esta a cargo da Secretaria Municipal de Saude e Defesa
(SMSDC), que é responsavel pela regionalizacao da saude, considerando cada
um dos 160 bairros existentes (PREFEITURA, 2010).

1.2. Artigos Médicos e Profissionais de Saude nos Servigos de Saude

Existem alguns procedimentos médicos em Unidades Basicas de Saude,
que envolvem a utilizacdo de artigos médicos destinados a diagnésticos e
terapias. Em 1968, Spaulding propds uma abordagem racional a desinfeccao e
a esterilizacao, dividindo o material usado nos cuidados aos pacientes em trés
categorias distintas, baseando-se no grau de risco de infecgdo envolvido, a
saber: artigos criticos, artigos semicriticos e artigos ndo criticos, sendo
adaptada e oficialmente adotada pelo Ministério de Saude em 2001(BRASIL,
2001b).

Os artigos criticos sao destinados aos procedimentos invasivos em pele
e mucosas adjacentes, nos tecidos subepiteliais e no sistema vascular, bem
como todos os que estejam diretamente conectados com este sistema, e
requerem esterilizagdo, por exemplo, agulhas, cateteres intravenosos,
materiais de implante, e outros; os artigos semicriticos sdo aqueles que entram
em contato com a pele ndo integra, porém, restrito as camadas da pele ou com
mucosas integras, requerem desinfeccdo de intermediario, ou alto nivel ou
esterilizacdo, por exemplo, canula endotraqueal, equipamento respiratério,
espéculo vaginal, sonda nasogastrica, e por fim os artigos ndo criticos que sédo
agueles destinados ao contato com a pele integra e também os que nao
entram em contato direto com o0 paciente, estes requerem limpeza ou
desinfeccdo de baixo ou médio nivel, dependendo do uso a que se destinam ou
do ultimo uso realizado, por exemplo, termdémetro, materiais usados em banho
de leito como bacia, cuba rim, estetoscépio, esfigmomandmetro, roupa de
cama do paciente, etc (KALIL; COSTA, 1994; BRASIL, 2001b).



A presenca de micro-organismos patogénicos em artigos medicos tem
sido assunto de grande destaque na literatura cientifica. Os artigos néo criticos
se caracterizam por serem 0s mais utilizados nas atividades médicas diérias,
além de seu uso universal tanto no ambiente hospitalar como no ambulatorial,
tornando-se possiveis fontes de infeccdes bacterianas (ARAUJO; OLIVEIRA;
SANTOS, 2000).

O uso continuo em muitos pacientes, além da deficiéncia no processo de
desinfeccdo dos artigos médicos, os torna alvos de contaminacdo microbiana,
e de possiveis fontes de transmissdo de infeccbes (ARAUJO; OLIVEIRA;
SANTOS, 2000). Maluf et al. (2002) e Villamil et al. (2004) citaram que a
utilizacdo dos artigos médicos sem as devidas precaucbes poderia ser
responsavel pela disseminacao de bactérias no ambiente de saude, dentre elas
S. aureus, e que pouca atencao tem sido dispensada, principalmente no que se
relaciona a limpeza e a desinfeccéo.

A presenca de micro-organismos patogénicos na superficie de
equipamentos médicos ja foi demonstrada em estetoscépio e no Sonar Doppler
(ultrassom) que revelaram principalmente a presenca de Staphylococcus spp
coagulase negativo e Stenotrophomonas maltophilia, S.aureus e Acinetobacter
baumannii e, dentre outras espécies bacterianas (MARINELLA; PIERSON;
CHENOWETH, 1997; SCHABRUN; CHIPCHASE, 2006). Os autores
concluiram que os equipamentos de ultrassom sdo um potencial vetor para a
infeccdo nosocomial em unidades de saude, e que a higienizacdo correta dos
equipamentos com etanol 70% entre cada paciente € uma medida eficaz na
reducdo do risco de infeccdo. A presenca de contaminacdo microbiana em
equipamentos médicos ndo invasivos, provavelmente se da aos baixos niveis
de descontaminacdo dispensados a esses equipamentos (BEARD;
ROBERTSON; GETZY, 1989; SYKES et al., 2006).

No Brasil, Maluf et al. (2002) analisaram trezentos diafragmas de
estetoscopios utilizados em diversas se¢des das instalacdes de um hospital em
Sorocaba, Sao Paulo, e verificaram que 87% dos estetoscopios analisados
estavam contaminados, inclusive com a presenca de mais do que uma espécie
de micro-organismo em muitas amostras, sendo o S. aureus e CoNS os mais
frequentes. Esses dados reforcam a idéia de que esses equipamentos podem

ser considerados um importante veiculo de disseminacdo bacteriana (XAVIER;



UENO, 2009). A possivel contaminacdo cruzada por S. aureus entre pacientes,
profissionais e artigos médicos, em unidades de salde € uma preocupacgao
constante, o que leva varios pesquisadores a estudar a prevaléncia deste
patogeno em fossas nasais de portadores assintomaticos no ambiente
hospitalar (BALDWIN et al., 1957 ; UTHIDA-TANAKA, 1973).

A investigagdo sobre a colonizagdo em profissionais em uma unidade de
tratamento intensivo de um hospital universitario na Turquia revelou que 14,3%
dos profissionais estavam colonizados por Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina - MRSA (ZER et al., 2009). Outro estudo envolvendo a pesquisa de S.
aureus nas maos de profissionais de saude, em um hospital particular em
Goias, demonstrou a presenca de 70,0% de MRSA e 44,5% Staphylococcus
coagulase negativa - CoNS de 48 amostras de enfermeiros, auxiliares e
médicos (CUSTODIO et al., 2009). Diversas sdo as fontes de contaminacdes
detectadas no ambiente hospitalar, sendo as mais relevantes as maos dos
profissionais de assisténcia, 0os equipamentos e a microbiota dos proprios
pacientes. Estudos como o desenvolvido por Custodio et al. (2009)
demonstraram que a correta assepsia realizada pelos profissionais da saude
implica diretamente no nivel de reducdo das taxas de infec¢des hospitalares.
Oliveira et al. (2010) também encontraram a presenca de CoNS nas maos de
profissionais na unidade de terapia intensiva do Hospital das Clinicas em Sé&o
Paulo. Outro estudo revelou a presenca de S. aureus na cavidade bucal dos
serventes da limpeza hospitalar de 43 individuos colonizados com 13 MRSA e
30 de Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina - MSSA concluindo que esta
cavidade é um importante reservatorio de MRSA (CRUZ et al., 2011).

Pelo exposto acima, foram escolhidos no presente estudo, trés artigos
médicos nao criticos: o estetoscépio, o esfigmomandmetro e sonar Doppler,
por serem todos estes utilizados no atendimento as gestantes nas clinicas de
pré-natal tanto no centro de salude quanto em posto de saude, no atendimento
de rotina, sendo muito manipulados pelos profissionais de saude. Apesar da
relevancia de S. aureus no ambiente hospitalar e nas infecgcdes nosocomiais,
tendo os profissionais de saude e os artigos meédicos como potenciais
veiculadores no ambito de saude, ainda s&o poucos os estudos quanto a
presenca deste patdgeno em artigos e em profissionais de saude nas

unidades bésicas de saude.



1.3. Métodos de Desinfeccéo de Artigos Médicos

A Portaria n° 930 (BRASIL, 1992) substituida pela Portaria 2616, de 12-
05-98 (BRASIL, 1998) que atualiza conceitos e normas do controle de infecgéo
hospitalar, relaciona, no seu anexo V, métodos e produtos quimicos para
limpeza, desinfeccéo e esterilizacdo de artigos e areas em estabelecimentos de
saude do pais. Quando se fala em processo de desinfeccdo hospitalar
subentende-se 0 uso de agentes quimicos, cujos produtos encontram-se
regulamentados pelas Resolu¢cdes RDC n° 14 de fevereiro de 2007 e n°® 35 de
16 de agosto de 2010. De acordo com a legislacdo, para que um desinfetante
hospitalar possa ser registrado e comercializado no Brasil, 0 mesmo deve
apresentar efichcia comprovada frente a varios micro-organismos, dentre eles
S. aureus (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2007;
AGENCIA NACIONAL D4E VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

Os agentes quimicos mais utilizados s&o: os aldeidos, fendlicos,
quaternario de ambnia, compostos organicos liberados de cloro ativo, iodo e
derivados, alcoois, glicéis, e outros, desde que atendam a legislacao
especifica. A desinfec¢do € descrita como 0 método capaz de eliminar micro-
organismos patogénicos, com exce¢do dos esporos. Este método pode ser
realizado por processo fisico ou quimico, em objetos inanimados e superficies
podendo ser de alto, médio e baixo nivel (RUTALA; WEBER, 2008; BRASIL,
2001b). A desinfeccao de baixo nivel destréi as bactérias na forma vegetativa,
alguns virus e alguns fungos. Mycobacterium tuberculosis, 0s esporos
bacterianos e o virus da Hepatite B (HBV) sobrevivem; na desinfeccao de nivel
intermediario além dos micro-organismos destruidos na desinfeccdo de baixo
nivel sdo atingidos Mycobacterium tuberculosis, a maioria dos virus (inclusive o
HBV) e dos fungos, mas ainda sobrevivem Mycobacterium intracellulare, os
esporos bacterianos e os virus lentos. E na desinfeccao de alto nivel resistem
apenas alguns tipos de esporos bacterianos mais resistentes e os virus lentos
(BRASIL, 1994; BRASIL, 2001b).

1.4. O género Staphylococcus



O género Staphylococcus do grego “staphyle” (cacho de uvas) e
“coccus” (semente ou grao) pertence a familia Staphylococcaceae, e inclui
mais de 30 espécies de bactérias. Suas células apresentam-se em forma de
cocos Gram-positivos, com 0,5 a 1,5 um de didmetro. Sado imoveis, néo
esporulados e suas colbnias sdo relativamente grandes, com 1 a 2 mm de
diametro (BANNERMAN; PEACOCK, 2007). As colbnias sao opacas,
convexas, cremosas e suas cores variam do branco a varios tons de amatrelo,
dependendo da espécie (KONEMAN et al., 2001).

As bactérias pertencentes a esse género produzem as enzimas catalase
e termonuclease e podem produzir ou ndo a coagulase, dependendo da
espécie (KLOSS; LAMBE, 1991). Sao bactérias mesofilas, apresentando
temperatura de crescimento na faixa de 4°C a 46°C, sendo a temperatura 6tima
de 35°C a 37°C, e séo tolerantes a concentracdes de 10% a 20% de cloreto de
sédio (FRAZIER; WESHOFF, 2000). Apresentam ainda capacidade de crescer
em pH de 4,0 a 9,8, sendo o pH 6timo para crescimento compreendido entre
6,0 e 7,0 (FRANCO ; LANDGRAFF, 2000). As espécies de Staphylococcus
diferem daquelas do género Micrococcus por serem oxidase-negativa,
fermentadoras da glicose e possuirem acido teicéico como constituinte de sua
parede celular (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1997).

1.5. Staphylococcus aureus

Do género Staphylococcus, a espécie mais importante € Staphylococcus
aureus (S.aureus), por estar envolvida em infeccdes em animais e em
humanos, tanto de origem comunitaria quanto hospitalar (CASEY; LAMBERT;
ELLIO, 2007). Esta espécie foi descrita pela primeira vez em 1880, por
Alexandre Ogston, cirurgido que a encontrou em secrecdo de um abscesso
cirdrgico (SANTOS et al., 2007). Este patdogeno € importante, devido a sua
viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e associacdo a varias doengas,
incluindo enfermidades sistémicas potencialmente fatais, infec¢bes cutaneas,
infec¢Bes oportunistas e intoxicacdo alimentar (LOWRY, 1998). Ainda é capaz
de sobreviver em alimentos refrigerados (FREITAS et al., 2004) e de
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sadias por periodos e tempos variaveis (VERONESI ; FOCACCIA, 1996). A
taxa de colonizacdo varia de 10% a 40%, dos individuos tanto na comunidade
quanto em servicos de saude. Nos ambientes de saude podem contaminar
mobiliarios, roupas e equipamentos ao redor do paciente colonizado ou
infectado, os quais funcionam como fontes ou reservatérios desse micro-
organismo (GOMES; OLIVEIRA, 2006).

Para Moore (2001), a infeccdo pode disseminar-se a partir das
cavidades nasais. Nessa perspectiva, € importante destacar que a prevencao
da infeccdo hospitalar (IH) por S. aureus depende do controle deste micro-
organismo presente no meio ambiente e nos portadores saudaveis (TANAKA et
al., 2001). A transmissdo de S. aureus possui significado especial no ambiente
de saude, onde as fontes de infeccGes sdo constituidas pelo préprio ambiente,
pelos portadores assintomaticos e pelos pacientes. Os meios de transmissao
podem ser diretos (contato direto com a fonte de infeccdo ou mesmo
autoinfeccdo) ou indiretos, em que Staphylococcus sado veiculados
principalmente pelas méaos do profissional de saude ou pelos equipamentos
contaminados (BALDY, 2005). Os artigos médicos utilizados no atendimento
diario dos pacientes, tais como termOmetros, esfigmomanémetros,
fonoendoscopios e otoscopios foram descritos atuando como vetores de
transmissdo de agentes patogénicos, tais como MRSA e outras bactérias
multirresistentes entre os pacientes, tanto através do contato direto do paciente
com um instrumento, como indiretamente através do contato com as méos dos
profissionais de saude (BROOKS et al., 1998; SING et al., 2002).

1.5.1. Fatores de Viruléncia

Os fatores de viruléncia s@o aqueles que permitem a invasdo do
hospedeiro e ou a evasdo do patdégeno ao sistema imune. Os principais fatores
de viruléncia do S. aureus sdo os componentes da superficie celular, como a
capsula, a proteina A, as adesinas, as enzimas extracelulares, as leucocidinas,
as hemolisinas e os acidos teicoicos, entre outros (TRABULSI; CAMPOS,
2002). As cepas patogénicas podem apresentar muitos destes fatores, o que

contribui para a patogenicidade desses micro-organismos, garantindo assim



éxito em sua instalacdo e manutencéo nos tecidos do hospedeiro (MORK et al.,
2005).

A capacidade de colonizacdo e a patogenicidade do S. aureus sao,
portanto, uma consequéncia de seus fatores de viruléncia, os quais tém papel
relevante na adesdo celular, na captacdo de nutrientes e na sua evasao da
resposta imunoldgica do hospedeiro. Esses fatores de viruléncia podem ser
classificados, basicamente, nas trés seguintes categorias: a) fatores
relacionados com a aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz
extracelular, como a producdo de moléculas ligadoras ao fibrinogénio,
fibronectina, colageno ou da enzima coagulase; b) fatores relacionados com a
evasdo da defesa do hospedeiro, como diversas enterotoxinas estafilococicas
(SEs A-E, G-J, K, L, M, O e P), a toxina da sindrome do choque toxico (TSST),
a proteina A, lipases e polissacarideos capsulares; e c) fatores relacionados
com a invasdo na célula do hospedeiro e a penetracdo nos tecidos ou adeséo
de superficies de cateteres e proteses, 0s quais incluem as proteinas (toxinas)
alfa, beta, gama - hemolisinas (VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

Staphylococcus aureus contém ainda, na estrutura de sua parede
celular, polissacarideos e proteinas antigénicas, bem como outras moléculas
capazes de induzir uma resposta imunolégica no hospedeiro. Entre essas
outras moléculas podemos citar o acido teicéico, o glicanopeptidio, a proteina
A, além da presenca de capsula e de adesinas (LUTZ et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2001). A céapsula apresenta um papel importante na viruléncia, pois
geralmente atuam como um fator antifagocitico. A maioria das cepas de S.
aureus possui capsula polissacaridica (TRABULSI; TEIXEIRA; BUERIS, 2004).
Mais de 90% das cepas de S.aureus produzem cépsula entre os 11 sorotipos
identificados até o momento. Entre cepas clinicas, verificou-se que
aproximadamente 70% apresentam os sorotipos CP5 ou CP8 (LUONG; LEE,
2002).

A proteina A possui a capacidade de se ligar & porcdo Fc de
muitas subclasses de IgG impedindo que os anticorpos interajam com as
células fagocitarias (protecdo contra a fagocitose juntamente com a
capsula) (HARTLEIB et al., 2000). Os acidos teicoicos, também sé&o
considerados fatores de viruléncia relevantes que integram a parede celular
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complemento e estimulando a producéo de citocinas (TRABULSI; TEIXEIRA;
BUERIS, 2004).

Diversos genes codificam esses fatores de viruléncia, tais como
enterotoxinas, toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1), toxinas
esfoliativas, leucocidinas, as alfa, beta e gama toxinas e proteinas associadas
a superficie como, por exemplo, a proteina de ligacdo ao colageno (cna), o
gene icaAD, um dos responsaveis pela producdo do biofime (PROJAN ;
NOVICK, 1997; SCHECHTER ; MARANGONI, 1998; CAFISO et al., 2004).

O alto potencial infeccioso do S. aureus ndo esta restrito apenas a sua
facilidade de multiplicacdo e disseminacdo nos tecidos, mas também a
producdo de moléculas com grande poder patogénico, que incluem enzimas e
toxinas entre elas as beta-lactamases, coagulases, hialuronidases e catalases,
DNases, lipases, proteases e esterases (BRAUNWALD et al., 2002; NOVICK,
2000).

A coagulase é uma proteina extracelular produzida pela maioria das
amostras de S. aureus que € usada como marcador fenotipico para a
diferenciacdo de espécies do género. Esta proteina que possui acéo
enzimatica reage com a protrombina, formando um complexo denominado
estafilotrombina que reage com o fibrinogénio que é convertido em fibrina e
coagula o plasma (KONEMAN et al., 2001). Esta proteina tem peso molecular
de 63-77 kDa , contendo entre 630 e 730 residuos de aminoacidos, sendo
codificada por um gene cromossomico que possui em torno de 3.000 pares de
bases (pb). A molécula da coagulase possui trés regides distintas: a regido N-
terminal que é o sitio de ligacdo a protrombina, composta de 150 a 270
aminoacidos; uma regido central, bastante conservada e a regido C-terminal,
bastante variavel (Figura 1), onde sdo encontradas de 4-8 sequéncias
repetitivas de 27 aminoacidos (KANEMITSU et al.,, 2001; WATANABE et
al.,2005). Esta ultima regido que € variavel possui sequéncias curtas repetidas
(SRRs), e é utilizada em diversos estudos epidemiolégicos para subtipar
isolados de S. aureus baseado no numero de sequéncias repetidas e pela
localizac&o de sitios de restricdo para endonucleases especificas, permitindo
aumentar o poder discriminatério da técnica (GOH et al., 1992).

A coagulase pode ser encontrada de duas formas: uma pequena parte
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uma substancia no plasma chamada “fator de reacédo da coagulase” (FRC),
formando um complexo que reage com o fibrinogénio com subsequente
formacado de fibrina (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1997). Ambas,
coagulase livre e ligada atuam formando uma pelicula envolvente ao redor da
célula bacteriana, fornecendo protecdo contra opsonizagcdo, fagocitose,
dificultando a atuagdo de agentes antimicrobianos e o reconhecimento do
patégeno pelas células do sistema imune do hospedeiro. (MURRAY et al. ,
2004). Por outro lado, a formacédo desta pelicula pode limitar a infecgcdo a um
determinado local. Fibrinolisinas produzidas por S. aureus podem, no entanto,
lisar esta fibrina e permitir que a infeccdo se espalhe para os tecidos
adjacentes (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1997).

Raras cepas de S. aureus e de S. intermedius podem ser consideradas
coagulase negativa e algumas cepas de S. hyicus, S. delphini e de S. schleiferi
subsp coagulans podem produzir coagulase quando avaliadas pelo método da
coagulase ligada (KONEMAN et al., 2001). Existe uma relagéo entre linhagens
enterotoxigénicas de S. aureus e linhagens que possuem a enzima coagulase,
sendo indicativo de uma correlacdo entre producdo de coagulase e de
potencial para geracdo de enterotoxina, mesmo que a bactéria seja de outra
espécie que ndo S. aureus. (JAY, 2005).

Figura 1: Estrutura esquemética do gene coa de S aureus
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Fonte: Costa, 2008

Os fatores de viruléncia produzidos por algumas cepas S.aureus
“Panton-Valentine Leukocidin” incluem a producdo de citocinas (toxinas) que
causam necrose tecidual e destruicdo de leucocitos, sdo também associados a

infeccbes de pele e pneumonia necrotizantes. Além disso, estes isolados
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frequentemente carregam muitos genes mediadores de exotoxinas, gerando

respostas inflamatdérias exacerbadas (KARCHMER, 2006).

1.5.2. Patogenicidade

Staphylococcus aureus é um dos agentes patogénicos mais comuns,
responsaveis por surtos de intoxicacdo alimentar e infeccBes hospitalares. As
peculiaridades do “habitat” de S. aureus tornam sua presenga amplamente
distribuida na natureza, sendo transmissivel aos alimentos por manipuladores,
na maioria, portadores assintomaticos, e pelos animais, principalmente o gado
leiteiro com mastite (BALABAN; RASOOLY, 2000).

Classicamente, estudos sobre os mecanismos de invaséo do S. aureus
revelam gue, no primeiro momento, esse organismo adere a pele ou a mucosa
para, em seguida, romper as barreiras do epitélio, comprometendo estruturas
de ligagdes intercelulares, como desmossomos e juncdes de aderéncia
(WATSUKI et al., 2006). Apos a invaséo do epitélio, o S. aureus utiliza diversas
estratégias para permitir a sua sobrevivéncia e proliferacdo no organismo
hospedeiro. Essas estratégias estdo relacionadas com inativacdo da fixacdo do
complemento, a neutralizagdo da fagocitose e a inibicdo da resposta imune
humoral e celular (SANTOS et al., 2007).

As doencas causadas por S. aureus podem ser divididas em infec¢des
e doencas causadas por toxinas (NOVAK, 1999). As infeccbes podem ser
localizadas, como pustulas, furdnculos, impetigos, processos mais extensos e
graves, como infeccdo poés-cirargica, osteomielite, pneumonia, endocardite,
meningite, etc, ou disseminadas, como bacteremia e septicemia. As doencas
causadas por toxinas também apresentam amplo espectro de manifestacdes
clinicas, como celulite, sindrome da pele escaldada, sindrome do choque téxico
e intoxicacdo alimentar (ARBUTHNOTT; COLLEMAN; AZAVEDO, 1990;
CORBELLA et al., 1997). Staphylococcus aureus é responsavel ainda por uma
imensa quantidade de problemas médicos, incluindo infeccbes de pele e
tecidos moles, infeccdes de sitios cirargicos, endocardites e bacteremias
adquiridas em hospitais (CASEY; LAMBERT; ELLIOT, 2007). Pode ocasionar
doencas com manifestagBes clinicas ou ser assintoméaticas, ndo causando
lesdes aparentes (CAVALCANTI et al., 2006).
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A transmissdo pode acontecer por contato direto ou indireto, com
contaminagdo por meio dos profissionais de salude que dao assisténcia a
portadores hospitalizados, ou no manuseio de objetos contaminados
(TAMMELIN et al., 2003). O portador da bactéria tem papel essencial na
epidemiologia e patogénese da infeccéo, aparecendo como fator de risco nas
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), j& que a maioria dessas
infec¢des € proveniente de fontes exdgenas (PERL et al., 2002).

1.5.3. Mecanismos de Resisténcia aos Antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana € um reflexo dos hébitos de uso dos
antimicrobianos e desta forma € importante determinar o padréo de resisténcia
dos micro-organismos (OTTER et al., 2007). O uso indiscriminado das
penicilinas levou ao surgimento das primeiras bactérias resistentes a este
farmaco, resisténcia esta, mediada pela producdo de enzimas B-lactamases.
Numa tentativa de reverter este problema foram produzidas as penicilinas
resistentes as [-lactamases, o que deu origem a um novo grupo de micro-
organismos resistentes a Vvarios quimioterdpicos incluindo, a oxacilina e a
meticilina. As primeiras cepas de S.aureus resistentes a meticilina foram
denominadas em inglés, de Methicilin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) (SILVA et al., 2007a).

O monitoramento da evolugcéo da resisténcia de S. aureus € importante,
pois se trata de um micro-organismo que apresenta alta versatilidade em
desenvolver resisténcia aos antimicrobianos e com diferentes matizes de
expressdo fenotipica a um mesmo antimicrobiano (JORGENSEN, 1993).
Embora S. aureus possa ser susceptivel a varios antimicrobianos tais como:
penicilinas, cefalosporinas, eritromicina, aminoglicosideos, tetraciclinas e
cloranfenicol, sdo também reconhecidos pela sua elevada capacidade de
desenvolver resisténcia a diversos deles (SILVA et al., 2007a).

Estudos demonstram a existéncia de trés mecanismos distintos
responsaveis pela resisténcia a meticilina: a) hiperproducdo de beta-
lactamases; b) presenca de proteina ligadora de penicilina (protein binding
penicilin- PBP) alterada denominada PBP2a; c) modificagcbes na capacidade
de ligagdo das PBP’s (SOUZA; REIS; PIMENTA, 2008). De Lencastre (1991)
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sugeriu que o0s trés mecanismos poderiam estar presentes numa mesma
linhagem, inclusive interagindo entre si.

A resisténcia aos antimicrobianos € um fenémeno genético, relacionado
a existéncia de genes contidos no micro-organismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas. A outra origem da
resisténcia € a importacdo dos genes causadores do fendbmeno, consistindo na
resisténcia transferivel. Esta resisténcia faz-se através dos mecanismos de
transducéo, transformacdo e conjugacdo e, freqientemente, envolve genes
situados em plasmidios e transposons (SUASSUNA, 1983; SAUNDERS, 1984;
CUNHA, 1998).

A resisténcia a meticilina em S. aureus e Staphylococcus coagulase
negativa (CoNS) é mediada primeiramente pela superproducédo de PBP2a, uma
proteina de ligagéo a penicilina (PBP’s — Penicillin Binding Proteins), alterada,
adicional as normais PBP1 a PBP4, porém com afinidade extremamente baixa
aos antibioticos B -lactamicos (HACKBARTH ; CHAMBERS,1989).

O gene mecA, determinante estrutural que codifica a PBP2a, é muito
conservado entre S. aureus e S. epidermidis resistentes a meticilina (RYFFEL
et al.,1990). Este gene esta contido em um elemento genético mével chamado
de cassete mec do cromossomo de Staphylococcus (SCCmec), que possui
também o elemento de sequéncia de insercéo 1S431mec e um cassete Unico
de genes da recombinase (ccr), que Sa0 responsaveis pela integracdo e
excisdo do SCCmec (CHAMBERS, 1997). A tipificacdo do SCCmec é essencial
para compreender a epidemiologia molecular do MRSA. Este SCCmec é um
grupo movel de elementos de DNA de 21 a 67 kb, integrado ao cromossomo do
MRSA em um unico sitio (attBscc) locado préximo a origem de replicacao do S.
aureus (KLUYTMANS-VANDEN-BERGEH ; KLUYTMANS, 2006).

Os menores SCCmec (I, IV, V e VI) codificam apenas recombinases e
genes regulatérios e estruturais para resisténcia a meticilina. Estes nao
carregam elementos transponiveis e genes de resisténcia a outros
antimicrobianos (néo- B-lactamicos). Estudos realizados nos ultimos anos tém
indicado que isolados bem definidos de MRSA comunitarios (CA-MRSA)
carregam SCCmec tipos IV, V e VI, enquanto os MRSA hospitalares
(HAMRSA) carregam SCCmec tipos I, Il e lll e, raramente carregam 0 gene
para PVL. Em contrapartida, SCCmec IV, V e VI séo relativamente pequenos
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em tamanho o que confere mobilidade e habilidade de transferéncia entre as
estirpes e, ao menos o tipo IV frequentemente carrega o gene para PVL
(APPELBAUM, 2007). Além disso, a multirresisténcia que € usualmente vista
em isolados de HA-MRSA, nos CA-MRSA a resisténcia é frequentemente
limitada aos antibiéticos B-lactamicos. Isso ocorre em decorréncia da auséncia
de genes de resisténcia diferentes do mecA em SCCmec IV, V e VI, quando
comparado ao acumulo de multiplos genes de resisténcia nos SCCmec Il e lli
(ITO et al.,2004).

E notavel que alguns tipos SCCmec carreguem varios elementos
genéticos adicionais (Tn554, o qual codifica resisténcia aos macrolideos,
clindamicina e streptograminas; e pT181, o qual codifica resisténcia as
tetraciclinas), que conferem resisténcia a outras classes de antimicrobianos.
Estes elementos genéticos sdo especialmente comuns em HA-MRSA. Além
disso, isolados resistentes a eritromicina podem rapidamente induzir resisténcia
a clindamicina (APPELBAUM, 2007).

Mesmo sendo um pré-requisito para a resisténcia a meticilina, o gene
mecA ndo é o Unico responsavel pelo nivel ao qual a resisténcia é expressa;
sabe-se também que o nivel de PBP2a nao esté relacionado diretamente ao
nivel fenotipico de resisténcia (SUZUKI et al., 1993). Existem alguns genes
que auxiliam o gene mecA a expressar um alto nivel de resisténcia aos (-
lactamicos, denominados genes auxiliadores, fatores essenciais ou genes fem
(factor essential for methicillin resistance). Seis genes fem foram identificados:
femA, femB, femC, femD, femE e femF. O gene femA e o gene mecA estao
relacionados a resisténcia do S. aureus a oxacilina/meticilina, sendo de grande
importancia a sua deteccdo. Ambos os genes podem ser detectados através da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction-
PCR) (VANNUFFEL et al., 1995).

A resisténcia a oxacilina é variavel e depende da expressdo do gene
mecA, producgéo de B-lactamases e PBP’s modificadas (JORGENSEN,1993) e
se caracteriza pelo fato de que uma populacdo bacteriana resistente pode ou
nao carrear o gene mecA, o que significa que nem todas expressam sua
resisténcia da mesma forma (MOHANASOUNDARAM ; LALITHA, 2008).

Cepas de S. aureus que apresentam resisténcia a oxacilina sao

frequentemente, resistentes a outros grupos de agentes antimicrobianos mais
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comuns como os aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e
fluoroquinolonas, tornando-se um grande risco para o0 homem e animais em
casos de infecgcdes (NEVES et al., 2007). A identificagdo de cepas MRSA
procedentes da comunidade intra-hospitalar ou de pacientes internados tem
ocorrido com frequéncia cada vez maior. Atualmente essas cepas também tém
sido isoladas de individuos saudaveis na comunidade. A vigilancia
epidemioldgica neste caso é importante em funcdo da ocorréncia de infeccao
cruzada e da disseminacéao destas estirpes (Id., 2007).

A multirresisténcia entre S. aureus vem se tornando frequente e o
monitoramento das taxas de infeccdo por S. aureus, bem como da resisténcia
aos antimicrobianos, é de suma importancia no ambiente hospitalar. Outros
estudos também apresentaram altas taxas de resisténcia a eritromicina, a
clindamicina e oxacilina. Kobayashi et al. (2009) isolaram 1239 cepas de
Staphylococcus aureus, a partir de 1960 amostras clinicas de um hospital
publico em Goias, que apresentaram resisténcia de 70,4%, 68,5% e 68% a
eritromicina, oxacilina e clindamicina respectivamente. Das 272 cepas de S
aureus isolados em dois hospitais de oncologia no Peru, 156 (57,4%) foram
resistentes a oxacilina e 13 cepas a clindamicina. A clindamicina é um
antimicrobiano pertencente a classe das lincosamidas que é frequentemente
usada para o tratamento das infec¢cdes causadas por S. aureus. Entretanto,
alguns estudos demonstram a emergéncia de amostras comunitarias
resistentes a este antimicrobiano (PATEL et al., 2006).

Em Staphylococcus aureus, a resisténcia aos grupos de Macrolideo,
lincosamida e estreptogramina B (MLSB), que sao drogas quimicamente
distintas, apresentam mecanismo de acdo similar na inibicdo da sintese
protéica, pela ligacdo ao receptor 23s do rRNA, que faz parte da subunidade
50s do ribossomo bacteriano tem dois fendétipos. O primeiro € devido a
modificacdo ribossomal do 23S rRNA, mediados primariamente pelos genes
ermA, ermB ou ermC (encontrados em plasmidios ou cromossomos),
impedindo a ligagdo do antimicrobiano ao seu sitio alvo ribossomal. O segundo
tipo € mediado pelo msrA e envolve o efluxo ativo do antimicrobiano por uma
bomba ATP-dependente, mantendo concentragdes intracelulares abaixo do
nivel requerido para a ligagdo aos ribossomos (NICOLA et al.,, 1998).

Macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B. apresentam espectro de
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atividade dirigida contra cocos GRAM positivos, cocos GRAM negativos e
bactérias intracelulares como clamidias e riquetsias. A resisténcia do S. aureus
ao grupo MLSB é conhecida desde 1956, logo apds a introducdo da
eritromicina na pratica terapéutica (LECLERCQ, 2002; ROSSI; ANDREAZZI,
2005).

No Brasil, tanto S. aureus quanto S. epidermidis mostram-se resistentes
a penicilina G, ampicilina e amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas,
seja em ambiente hospitalar ou na comunidade, ndo sendo mais indicado o uso
destes antimicrobianos para o tratamento de infeccfes estafilocdcicas, mesmo
gue benignas, e mesmo que procedam do ambiente extra-hospitalar (RANGEL
et al., 1995; SANTOS FILHO;FREITAS;SIQUEIRA, 1994). Relatos de hospitais
em diferentes regides brasileiras encontraram de 30% a 100% do S. aureus
resistentes a oxacilina (SOUZA, OLIVEIRA, RIBEIRO, 1998; SILVA NETO et
al., 1999).

Algumas cepas de MRSA também podem ser resistentes a outros
antibioticos, além das penicilinas e das cefalosporinas e, ocasionalmente, sédo
sensiveis apenas a vancomicina e a teicoplanina. As infeccbes por estas cepas
sdo semelhantes as causadas por cepas sensiveis, ocorrendo assim, a
disseminacdo epidémica de cepas altamente transmissiveis de hospital para
hospital de uma regido ou de um pais (CASTRO, 2003; RICARDO, 2004). A
resisténcia a glicopeptideos em S.aureus pode se expressar através de dois
fendtipos distintos: VISA (S.aureus com sensibilidade reduzida a vancomicina) e
VRSA (S.aureus resistente a vancomicina).

Os isolados de VISA apresentam sensibilidade intermediaria a
vancomicina, com CIM variando de 8 a 16 pg/ml. Um estagio inicial de
resisténcia denominado heteroVISA (hVISA), foi descrito para cepas de
S.aureus sensiveis a vancomicina, mas que contem subpopulacdes resistentes
para este antimicrobiano (COSGROVE;CARROL;PERL, 2004). O segundo
fendtipo de resisténcia VRSA, foi descrito nos altimos anos, e esta relacionado a
um alto grau de resisténcia a vancomicina, com CIM > 32ug/mL (TENOVER et
al., 2004). O mecanismo aparente deste fenotipo de resisténcia esta relacionado
pela conjugacdo de S.aureus, e de um plasmideo carreador do gene vanA
proveniente do Enterococcus faecalis (FONSECA,2005; LOWY, 2003).
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A susceptibilidade reduzida dos S. aureus a vancomicina (VISA com CIM
> 8-16 mcg/ml) surgiu em 1996 no Japéo, e em 2002, nos EUA, a primeira cepa
resistente a vancomicina (VRSA) (MIMICA; MENDES, 2007; SAIID-SALIM,;
MATHEMA; KREISWIRTH, 2003; SANTOS et al., 2007). No Brasil registrou-se
o0 isolamento de S. aureus com resisténcia intermediaria & vancomicina no Rio
de Janeiro, em S&o Paulo e Porto Alegre, e de Staphylococcus coagulase
negativos resistentes a vancomicina e a teicoplanina em Sao Paulo (SANTOS,
1997; MAMIZUKA; OLIVEIRA, 2000; SANTOS et al., 2007). Em 2000, foi
encontrada a primeira cepa resistente a vancomicina, em um hospital de
Queimados no Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2007). Ainda pouco se sabe
sobre a resisténcia adquirida pelo S. aureus a vancomicina (FRIDKIN et al.,
2001). Acredita-se que esta possa estar relacionada ao envolvimento do gene
van, que determina resisténcia de Enterococcus a esta droga, com a
transmissdo por meio de plasmideos ou pelo espessamento da parede celular,
com a producdo de maiores quantidades de peptideoglicanos (CUI et al., 2006;
SANTOS et al., 2007).

A vancomicina pertence ao grupo de glicopeptidicos (vancomicina e
teicoplanina) isolado em 1956, que foi obtido por Streptomyces orientalis, e foi
introduzido no mercado em 1958, produzido pelo Laboratério Lilly nos Estados
Unidos da América (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982; VILA et al.,2007).
Este antimicrobiano tem peso molecular aproximadamente de 1.500 Da, e inibe
a sintese e acoplamento dos polimeros de peptideoglicano da parede celular
das bactérias, pois forma um complexo com o precursor D-alanil-D-alanina.
Esse precursor se encaixa nha molécula da vancomicina, evitando deste modo,
sua ligacdo ao terminal do peptideoglicano, que é o alvo das enzimas
transglicolase e transpeptidase, ou seja, ela inibe a incorporacdo de
aminoacidos aos glicopeptideos integrantes da parede celular das bactérias
Gram-positivas. Além disso, a vancomicina pode alterar ndo s6 a sintese de
RNA como também a permeabilidade da membrana citoplasmatica da bactéria.
Esses mudltiplos mecanismos de acdo da vancomicina provavelmente
contribuem para baixa frequéncia de desenvolvimento de resisténcia (SILVA,
2006).

No Brasil, 0 uso da vancomicina representa uma das ultimas linhas de

tratamento da infeccdo estafilococica, sendo ainda escassos os estudos que
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demonstraram o isolamento de estirpes resistentes. Esta resisténcia,
entretanto, ja se encontra disseminada em diversos paises, conforme relatado
em alguns estudos (SANTOS et al., 2007; CUI et al., 2006).

Segundo o ultimo Boletim da Rede de Monitoramento de Resisténcia
Antimicrobiana (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2009) o
percentual de sensibilidade das cepas de S. aureus e de Staphylococcus
coagulase negativa (CoNS) encontrado nos hospitais participantes, no periodo
de julho de 2006 a junho de 2008, aos antimicrobianos oxacilina e vancomicina
foi 0 seguinte: S.aureus 39% (973/364) sensivel a oxacilina e 100% sensivel
(897/897) a vancomicina, e CoNS: 20% sensivel (1483/299) a oxacilina , nao
sendoi testado para vancomicina.

A partir da década de 1990, intensificaram-se os relatos de infeccdes
associadas a resisténcia a oxacilina e a vancomicina. O Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) recomenda que a deteccdo destas resisténcias seja
realizada pelo teste de Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2006). O CIM € um
método considerado padrdo para a avaliacdo quantitativa da resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos (MIMICA; MENDES, 2007).

1.5.4. Diagndstico laboratorial

Para o diagndstico microbioldgico de rotina sédo adotados procedimentos
que incluem a coleta, o cultivo e a caracterizacdo dos isolados. Essa
caracterizacdo € realizada de acordo com esquemas de identificacdo
convencionais, incluindo caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e
sorologicas, entre outras (BOONE; CASTENHOLZ, 2001). Além da
identificacdo fenotipica, técnicas moleculares tém sido empregadas no
diagnoéstico laboratorial, através da deteccdo e caracterizacdo de genes ou
proteinas especificas por meétodos baseados na reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), que por meio de quantidades muito pequenas de
sequéncias especificas de DNA ou RNA. Essas quantidades podem ser
amplificadas enzimaticamente a uma extensdo de material suficiente para
deteccdo (KONEMAN et al., 2001). A PCR foi desenvolvida inicialmente por

Kary B. Mullis, em 1985, permitindo obter milhdes de copias de um segmento
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especifico de DNA através da acdo da enzima Taq DNA polimerase e de
oligonucleotideos iniciadores (primers) sobre um DNA molde. E realizada em
um equipamento denominado termociclador, o qual possibilita a alternancia de
temperaturas por determinados periodos de tempo, de modo a permitir a
ocorréncia de ciclos repetitivos de desnaturacéo e sintese do DNA (KONEMAN
et al., 2001). Na ultima década, o PCR tornou-se o mais utilizado e popular
método genético para diagnostico microbioldgico (BOER; BEUMER, 1999;
MALORNY et al.,, 2003). A introducdo de PCR em diagndstico microbiano
estabeleceu uma alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura e aos
testes imunoldgicos (MALORNY et al., 2003). Essa técnica apresenta diversas
vantagens em relacdo as técnicas convencionais, como maior poder de
tipificacdo e discriminacdo, maior rapidez, bom limite de deteccdo, maior
seletividade, especificidade, potencial para automacdo e a possibilidade de
trabalhar com bactérias que ndo sao cultivhveis em meios de cultura
normalmente utilizados (BUSH; NITSCHKO, 1999).

As populacbes de S.aureus podem apresentar uma consideravel
heterogeneidade genética, a qual pode ser explorada para investigar a
disseminacao de cepas de S. aureus de origens humana e animal (TENOVER
et al.,1994; KAPUR et al.,1995). A avaliacao desses tracos heterogéneos inclui
as variacbes das caracteristicas bioquimicas e de sensibilidade a
antimicrobianos, a fagotipagem, o perfil da presenca de plasmideos, o estudo
das regifes variaveis dos genes da coagulase, da regido X da proteina A e do
espacador intergénico entre as regibes 16S e 23S do RNA ribossomal, a
amplificacdo aleatéria de segmentos genbmicos (RAPD-PCR), e a
macrorrestricdo do DNA celular total detectada pela eletroforese de campo
pulsado (PFGE) (LANGE et al., 1999).

Rotineiramente séo utilizados métodos microbioldgicos classicos para o
diagnéstico laboratorial, os quais sao dotados de alto nivel de sensibilidade,
mas requerem dias ou semanas para serem concluidos (GILLIGAN et al.,
2000). Técnicas imunoldgicas sdo bastante usadas para a deteccdo de S.
aureus e de enterotoxinas estafilococicas, contudo, sua sensibilidade e
especificidade podem variar dependendo da pureza dos reagentes e niveis de
expresséo da toxina (GILLIGAN et al., 2000). Técnicas como ELISA - (Enzime-

Linked Immunosorbent assays), imunodifusdo e radioimuno-ensaios, assim
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como kits comerciais de diagndésticos baseados em reacfes imunoenzimaticas,
sdo alguns dos sistemas usualmente empregados. Essas técnicas, no entanto,

além do alto custo, ndo possuem sensibilidade suficiente para detectar e

-1 -1
guantificar concentracdes de enterotoxinas abaixo de 0,5 ng. mL ou 0,5 ng.g

(SOEJIMA et al., 2004). Além disso, com 0 uso dessas metodologias, existe a
possibilidade da obtencéo de resultados falsos negativos ou falsos positivos na
identificacdo de S. aureus enterotoxigénicos, haja vista que sdo baseados na
avaliacdo da producdo de enterotoxinas (RASOOLY; RASOOLY, 1998;
SHARMA,; REES; DODD, 2000).

Na rotina microbiologica, o diagnostico para MRSA é baseado nas
caracteristicas fenotipicas. A técnica de difusdo em Agar com discos de
oxacilina é a mais usada. O Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI
recomenda a utilizacdo do agar Mueller-Hinton suplementado com 4% de NaCl
e 6 yg/mL de oxacilina, o Screen agar, para confirmagdo de resisténcia a
meticilina (LEE, et al., 2004; BRAOIOS, 2005; METAN; ZARAKOLU; UNAL,
2005). Problemas na deteccdo de MRSA podem estar relacionados a baixos
niveis de expressao da resisténcia a oxacilina em alguns isolados, diminuindo a
sensibilidade do teste por disco-difusdo com oxacilina. Nestes casos a
cefoxitina apresenta melhores resultados em termos de sensibilidade por
estimular a expressdo da resisténcia a meticilina mais fortemente que a
oxacilina (ROSA, 2009).

Para a determinacdo da resisténcia a oxacilina e a vancomicina, o
Clinical and Laboratory Standards Institute (2009c), documento MO7-AS8,
preconiza a realizacdo do teste de Concentracdo Inibitéria minima (CIM). O
documento técnico ndo apresenta parametro para a afericdo do tamanho do
halo de inibicdo para vancomicina. Uma amostra s podera ser confirmada
como resistente a vancomicina apos a realizacdo do teste da concentracao
inibitéria minima (BROWN et al., 2005). O CIM é um método considerado
padrdo para a avaliacdo quantitativa da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos (MIMICA; MENDES, 2007).

Em relacdo aos estudos epidemiologicos varias abordagens tém sido
utilizadas. Por exemplo, a aplicagcdo dos métodos de biologia molecular em

programas de vigilancia tem capacitado o rastreamento da disseminacéo intra
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e inter-hospitalar de patégenos, que podem atravessar regides, e até mesmo
continentes. Entre estes micro-organismos estao incluidos Staphylococcus spp,
principalmente os MRSA (TEIXEIRA et al., 1995).

Para verificacdo do perfil de susceptibilidade dos micro-organismos aos
antimicrobianos varios testes laboratoriais in vitro podem ser realizados, tais
como: o teste de disco difusdo, de &gar diluicdo em meio solido, ou liquido,
para deteccdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2009a; ETM, 2008). Com o teste de
disco difusdo pode ser conhecido se um organismo € sensivel ou resistente a
um determinado antibiético, contudo este método néo fornece qual é o grau de
resisténcia do micro-organismo. O teste realizado com base apenas na
presenca ou auséncia de um halo de inibicdo, sem considerar o tamanho do
halo, ndo € aceitavel. S6 podem ser obtidos resultados confidveis com testes
de disco difusdo que usam o principio de metodologia padronizada e medidas
do diametro do halo de inibicdo correlacionadas as concentracdes inibitorias
minimas (CIMs), com cepas reconhecidamente sensiveis e resistentes a
diversos agentes antimicrobianos (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2010). Varios sdo os antimicrobianos preconizados
para a realizacdo do Teste de Disco difusdo para o S. aureus (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2010). O teste de Agar diluicdo
obtida usando a CIM pode mostrar qual a concentragdo do agente
antimicrobiano necessaria no sitio da infeccdo para inibir o crescimento do
organismo infectante (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2009b). O E-test também pode ser usado para identificacdo da
sensibilidade de amostras. Nesse método, uma fita estreita de material plastico,
que contém gradiente com concentracfes crescentes de antibiotico, e deve ser
colocada em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton, semeada com o
patdgeno, de maneira semelhante ao teste de difusdo em disco (FERREIRA ;
AVILA, 1996).

1.5.4.1. Isolamento e Identificacdo Bioquimica

O isolamento pode ser realizado em alguns meios de culturas como: no

meio diferencial agar sangue, no meio seletivo agar manitol salgado (AMS) ou
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meio enriquecido de BHI com 7,5% de cloreto de sodio (CASSETTARI;
STRABELLI; MEDEIROS, 2005).

A identificacdo das caracteristicas morfo-tintoriais sédo analisadas pela
técnica de coloracdo de GRAM e a identificacdo bioquimica € realizada atraves
da producdo das enzimas catalase, coagulase, DNase e da fermentacdo do
manitol e de outros acucares (ZAVADINACK NETTO et al., 2001; MURRAY et
al., 2004). Segundo Martinez (2001) o teste de coagulase em tubo (pesquisa da
coagulase livre) com plasma comercial do coelho € o critério mais seguro para
identificacdo das espécies de Staphylococcus.

A pesquisa da enzima termonuclease (TNase) também &
frequentemente utilizada como um teste simples, rdpido e pratico para a
identificagdo de rotina de S. aureus. Todavia, os testes de coagulase e de
termonuclease podem resultar em falso-negativos na designacéo das espécies,
visto que as espécies, S. intermedius e S. hyicus, apresentam testes da
coagulase e termonuclease positivas, sinalizando a necessidade de
confirmacéo através de outros testes (LANCETTE; TATINI, 1992).

1.5.4.2. Identificacdo Molecular

A partir dos anos 90, métodos genotipicos de taxonomia, direcionados
para moléculas de DNA ou de RNA, vém sendo amplamente utilizados na
identificacdo bacteriana, por oferecerem resultados mais rapidos, mais precisos
e reprodutiveis, quando comparados aos métodos baseados nas
caracteristicas fenotipicas (BUSCH; NITSCHKO, 1999; VANDAMME et al.,
1996; RODRIGUES, 2009).

Diversos trabalhos sugerem a utilizacdo da amplificacéo, por Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), de sequéncias especificas do genoma
microbiano para serem utilizadas como marcadores genéticos, como uma
alternativa viavel aos métodos morfolégicos e bioquimicos. O desenvolvimento
de métodos baseados em PCR para diagndéstico microbiano estabeleceu uma
alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultivo (MALORNY et al., 2003) e
tem se revelado uma das alternativas rapidas, sensiveis e especificas na
identificacdo de patdgenos e seus genes de enterotoxinas (ROSEC; GUIRAUD,
2002).
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O aprimoramento de técnicas baseadas em sequéncias de DNA ao
longo dos ultimos anos forneceu a base necessaria para a utilizagdo de
métodos moleculares e andlise filogenética de sequéncias de DNA e proteinas
como instrumento de rotina no estudo da diversidade de micro-organismos
(MOREL, 1997). Assim, sequéncias do operon ribossomanl DNAr 16S, 23S, 5S
e regides espagadoras 16S-23S figuram entre as mais utilizadas em estudos
de filogenia de bactérias. Milhares de sequéncias encontram-se disponiveis em
bases de dados como o RDP e o Genbank. A andlise filogenética da
sequéncia de genes do operon ribossomal, particularmente do DNAr 16S,é
uma metodologia relativamente simples e com alto poder de resolucao,
empregada na identificagcdo de micro-organimos em nivel de géneroe, em
alguns casos, também espécie (GURTLER; STANISICH,1986; WOESE, 1987).
A regido espacadora 16S-23S, que é conservada, tem sido frequentemente
utilizada em estudos de identificacdo, permitindo a classificagdo de muitas
bactérias (GURTLER; STANISICH, 1996; MENDOZA et al., 1998).

Para a identificacdo de S. aureus ja foram utilizados, entre outros genes,
0 gene spa (que codifica proteina A), gene coa, (que codifica a coagulase), o
gene nuc (que codifica a enzima termonuclease -TNase) que € uma proteina
extracelular termoestavel com massa molecular de 17000 KDa (TUCKER,;
HAZEN; COTTON, 1978). Esta enzima apresenta estabilidade térmica, sendo
produzida por 99% dos S aureus, tornando-se outro importante critério para a
identificagdo dessa espécie (PARK et al., 1980). A enzima termonuclease é
uma endonuclease, que degrada tanto o DNA como o RNA, e sua atividade
enzimatica pode resistir a 100°C, por pelo menos, 1 hora (LACHICA;
HOEPRICE; RIEMANN, 1972).

Vérios estudos tém relacionado a amplificacdo do gene femA com a
identidade fenotipica de S. aureus, o que permite diferencia-lo de outras
espécies (BORGES, 2006). O gene femA é um marcador que tem sido
estudado para a expressdo de uma proteina essencial precursora da
biossintese do peptideoglicano nessa espécie (VERAS et al.,2008). Esse gene
faz parte dos genes fem (femX, femB, femC, e outros) os quais codificam
proteinas designadas de fatores essenciais para a resisténcia a meticilina
(BENSON et al.,2002). Apesar de o gene femA ser considerado um marcador

essencial e especifico para a identidade de S.aureus, devido a sua resisténcia
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a meticilina, esse gene ndo é uma regido conservada somente nessa especie.
Estudos relatam a presenca desse gene em algumas espécies de
Staphylococcus coagulase negativa resistentes a meticiina — CoONS
(FERNANDEZ et al., 2004).

Em relacdo aos estudos epidemiologicos varias abordagens tém sido
utilizadas. Por exemplo, a aplicacdo dos métodos de biologia molecular em
programas de vigilancia tem capacitado o rastreamento da disseminagéo intra
e inter-hospitalar de patdgenos, que podem atravessar regides, e até mesmo
continentes. Entre estes micro-organismos estéo incluidos Staphylococcus spp,
principalmente os MRSA (TEIXEIRA et al., 1995).

Os métodos de caracterizagdo molecular mais comumente utilizados sédo
baseados na analise do polimorfismo dos tamanhos dos fragmentos de DNA,
clivados com enzima de restricdo (RFLP - Restriction Fragment-Length
Polymorphism) ou na amplificacdo de sequiéncia do DNA gendmico, através da
Reacgéo em cadeia da polimerase (MITANI et al., 2005).

O polimorfismo, tanto de sequéncias especificas quanto randdémicas
envolvendo &cidos nucléicos, tem sido bastante estudado, como por exemplo,
0 método denominado "Random Amplified Polymorphic DNA" (RAPD-PCR). O
principio basico desses métodos é a aplicagdo de biomarcadores, moléculas
que possuem regifes altamente conservadas entre os diferentes micro-
organismos e regides variaveis especificas de cada um para deteccdo e
identificacdo dos mesmos (PACE; OLSEN; WOESE, 1986). Ja o polimorfismo
dos fragmentos gerados com digestao por enzimas de restricdo, analisados por
eletroforese de campo pulsado (PFGE) tem sido utilizado para investigar surtos
de S. aureus em ambiente hospitalar (BANNERMAN et al., 1995; AUCKEN et
al., 2002). Segundo Tenover et al. (1995), essa técnica é uma das ferramentas
de tipagem de maior poder discriminatério para S. aureus, por detectar
variagcdes genéticas menores entre estirpes epidémicas, e € considerado um
bom método para estabelecimento de relacbes clonais em estudos
epidemioldgico-moleculares. O PFGE tem sido bastante utilizado entre as
cepas resistentes a4 oxacilina isoladas da comunidade e de centros de saude
(KOSTMAN et al., 1995; MCDOUGAL et al., 2003) .

A caracterizacdo de S. aureus através da analise do polimorfismo do

gene coagulase (coa) como um marcador epidemioldgico, € também utilizada

24



(LAWRENCE et al., 1996). Este método € realizado com iniciadores,
homologos a regido conservada do gene coa, no intuito de amplificar as
sequéncias que codificam a regido C-terminal desta molécula (GOH et al.,
1992; NADA et al., 1996).

Dentre os métodos moleculares, muitos autores consideram a tipagem
do gene coa uma ferramenta epidemiolégica simples e suficientemente
reprodutivel, especifica e discriminatéria, quando empregada na subtipagem de
S.aureus isolados de fontes humanas e animais (SANTOS et al., 2003). A
regido variavel do gene coa € constituida de sequéncias curtas repetidas
(SRRs) em tandem de 81 pb e vem sendo utilizada em diversos estudos
epidemioldgicos para subtipar isolados de S. aureus (SANTOS et al., 2003).

A pesquisa do gene mecA e o estudo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos em estirpes de S. aureus vém sendo amplamente utilizados
como ferramentas em estudos epidemioldgicos de casos de infec¢ao hospitalar
em humanos (van BELKUM et al., 1997; MORVAN et al., 1997). A resisténcia a
oxacilina pode ser detectada utilizando a técnica PCR, considerada padrdo
ouro para a deteccao do gene mecA (ROSA, 2008; TERASAWA, 2006).

Murakami et al. (1991) utilizaram esta metodologia para deteccdo da
resisténcia a oxacilina em S. aureus e nos CoNS, por considerar a técnica
eficaz na deteccdo de isolados oxacilina resistentes, incluindo aqueles com
resisténcia heterogénea. A caracterizagdo molecular por sequenciamento
multilocus (Multilocus Sequence Typing- MLST) foi desenvolvida anos atras
como um método de referéncia para macro-estudos epidemiolégicos como, por
exemplo, estudos sobre clonalidade de bactérias abrangendo populacdes
bacterianas separadas por ampla distancia geografica, relacionada com o
tempo ou com a epidemiologia (STRUELENS, 2002).

1.6. Staphylococcus aureus em Unidades Basicas de Saude

O grupo de patégenos, que se destaca € o das bactérias que constituem
a flora humana e que normalmente n&do trazem risco a individuos saudaveis,
devido sua baixa viruléncia, mas que podem causar infeccdo em individuos
com estado clinico comprometido, denominada assim de bactéria oportunista
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004). A transmissdo de
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Staphylococcus spp tem significado especial no ambiente de saude, onde as
fontes de infec¢Bes sdo constituidas pelo préprio ambiente, pelos portadores
assintomaticos e pelos pacientes. Os meios de transmissdo podem ser diretos
(contato direto com a fonte de infeccdo ou mesmo autoinfec¢do) ou indiretos,
em que os S.aureus sdo veiculados principalmente pelas maos do profissional
de saude ou pelos equipamentos contaminados (BALDY, 2005).

Silva et al. (2007a) comenta que MRSA emergiu como importante
patdgeno associado a elevada morbidade e mortalidade, propagando-se entre
pessoas através de contato direto ou indireto ao tocar objetos (toalhas, lencais,
roupas ou equipamentos meédicos). No ambito internacional, determinado por
um estudo mostrou que a prevaléncia das infecgbes hospitalares foi mais alta
na América Latina e Asia (11,4%) do que na Europa (9,3%), nos Estados
Unidos (8,7%) e Canada (8,6%) (FONTANA, 2006). A magnitude do papel que
S. aureus exerce nas infecgcdes hospitalares e comunitarias, aliada a
morbimortalidade causada por este agente faz com que estudos
epidemioldgicos sejam cada vez mais necessarios, a fim de auxiliar no
conhecimento da dindmica da presenca de S. aureus em instituicbes de saude

no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a Ocorréncia e Caracterizacdo de Espécies Patogénicas do
Género Staphylococcus em Artigos Médicos e Profissionais de Saude de duas
Unidades Basicas de Saude, no Municipio do Rio de Janeiro, no periodo de
2009 a 2011, Brasil.

2.2. Objetivos especificos

v ldentificar através de métodos fenotipicos e moleculares os diferentes
grupos patogénicos obtidos de artigos médicos e de profissionais de
saude;

v’ Caracterizar o perfil de sensibiidade de Staphylococcus aos
antimicrobianos utilizados;

v' Verificar a presenca de genes responsaveis pela producdo de
resisténcia e de viruléncia provenientes de artigos médicos e dos
profissionais de saude;

v' Relacionar os tipos encontrados com o0s potenciais riscos de

patogenicidade e transmissibilidade entre os profissionais e pacientes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Secretaria Municipal de Saude e Defeso Civil - RJ, sob parecer favoravel n° de
protocolo 141/09 (CAAE N ° 01600314000-09) - 05/10/2009 (ANEXO 1- CMS e
ANEXO 2- PS).

3.2. Obtencéo das amostras

3.2.1. Localizacédo das unidades do estudo

O estudo foi realizado em dois ambulatérios de Pré-Natal: um do Centro
Municipal de Saude (CMS) e outro do Posto Municipal de Saude (PS), estando
ambos localizados na regigdo de Jacarepagua. Esta regido fica na éarea
programética quatro (AP4), do municipio de Rio de Janeiro (Figura 2).

Segundo o censo demografico do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE a AP4 tem uma populacao total de 909.955 habitantes, e
que esta distribuida em trés regides administrativas: a. XVI — Jacarepagua
(572.617), b. XXIV Barra da Tijuca (300.823), c. XXXIV Cidade de Deus
(36.515) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010).

3.2.2. Coleta de amostras

Foram realizadas quatro coletas no CMS e trés no PS, no periodo entre
maio de 2009 e janeiro de 2010, perfazendo um total de sete coletas com um
total de 79 amostras coletadas. As coletas foram realizadas através de “swab”
seco e estéreil, friccionado e rolado em toda a extencdo da superficie dos
equipamentos (estetoscopio, esfigmomandmetro e Sonar Doppler) e nas maos
e narinas dos profissionais de saude. Antes da coleta nasal e das mé&os dos
profissionais de saude incluidos no estudo, estes foram esclarecidos do
objetivo do trabalho proposto, e a coleta se realizou mediante sua

concordancia, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (APENDICE | e APENDICE Il). No momento da coleta os
profissionais responderam a algumas questdes quanto a idade, sexo, fungéo e
tempo de servico na unidade. Apos o consentimento foi realizada a coleta nas
maos direita e esquerda friccionando-se um “swab” nas palmas das maos,
dorso, ponta dos dedos, regido interdigital, debaixo de anéis, debaixo das
unhas, e outro “swab” na mucosa nasal nas narinas direita e esquerda. A
coleta das maos foi feita pelo pesquisador estando suas maos com luvas
descartéis, porém a das narinas foi o préprio profissional orientado pelo
pesquisador que a realizou.

Todas as superficies dos artigos médicos (estetoscopio: olivas e
diafragma; esfigmomanémetro: péra de borracha e manguito superficie interna
e do transdutor do sonar Doppler), utilizados no atendimento das gestantes das
clinicas de pré-natal, foram friccionadas com “swab” seco e estéril em todos os
sentidos até esgotar a superficie (Figura 3). Logo apds a friccdo todos os
“swabs” foram colocados imediatamente em tubo de ensaio contendo meio de
cultura liquido Brain Heart Infusion (BHI), e transportados para o Laboratorio de
Micro-organismos de Referéncias do Departamento de Microbiologia, do
Insitututo Nacional de Controle de Qualidasde em Saude (INCQS) da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) em recipiente fechado isotérmico a
temperatura ambiente no prazo maximo de uma hora e trinta minutos.

As quatro coletas no CMS resultaram em 36 amostras sendo 22 de
equipamentos médicos e 14 dos profissionais de saude. As trés coletas no PS
resultaram em 43 amostras sendo 19 de equipamentos médicos e 24 dos
profissionais de salde (Tabela 1). Todos os artigos médicos estudados sédo de
uso exclusivo da clinica de pré-natal de cada unidade basica, e todos os
profissionais de salde estavam aparentemente saudaveis (médico (a),
enfermeira, técnico (a) de enfermagem e auxiliar de enfermagem). Dos 21

profissionais existentes apenas dois recusaram-se a participar da pesquisa.
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Figura 2: Distribuicdo das Areas Programaticas do Rio de Janeiro

Diretoria de Informacoes da Cldade - DIC
Geréncic de Carnografia
2010

Fonte: http://www.armazemdedados.rio.rj.gov.br/arquivos/2905 aps_indice.JPG

Figura 3: Sitios utilizados na coleta das amostras
—q q hﬁ -
g ., \ |

A. Estetoscopio - Olivas auriculares; B. Estetoscépio — Diafragma; C. Esfigmoman6metro -

Bracadeira com manguito; D. Esfigmoman6metro - Péra de borracha insufladora; E. Transdutor

do Sonar de mesa; F. Transdutor do Sonar portatil; G. Fossas Nasais; H. M&os.
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Tabela 1: NiUmero de amostras de acordo com o local e os sitios de coletas

goata Coletas/ Local Coleta Artigos médicos Profissionais Erjrfilstras de
12/ 20-05-2009 CMS? 5 2 7
22/17-06-2009 CMS 5 - 5
32/02-07-2009 CMS 6 6 12
42/18-08-2009 CMS 6 6 12
52/05-11-2009 PS° 5 6 11
62/10-11-2009 PS 7 8 15
72/06-01-2010 PS 7 10 17
Total Geral - 41 38 79

2CMS - Centro Municipal de Sadde; °PS - Posto de Salde

O numero de coletas de quatro para o CMS e de trés para o PS, foi
determinado em funcédo do horario do plantdo dos profissionais que atuavam
em cada unidade estudada, podendo assim entrevistar todos (21) profissionais.
Destes, porém apenas 19 profissionais, assinaram o formulério de
consentimento para a coleta de amostra. Apenas dois profissionais foram
coletados duas vezes (uma auxiliar de enfermagem do CMS e outro técnico de
enfermagem do PS), os demais apenas uma Unica vez (17 profissionais + 2
(repetiram) =19 coletados + 2 nao participaram = 21 profissionais). Do total
geral de 79 amostras, 41 amostras foram dos artigos médicos e 38 dos

profissionais.

3.3. Isolamento e identificacéo fenotipica dos isolados

Os caldos BHI contendo os “swabs” foram incubados por 24 h a 37°C.
Apés esse periodo as culturas foram semeadas por esgotamento em estrias
em placa contendo o meio de cultura agar manitol salgado (AMS) (DIFCO —
Detroit USA) e incubado por 24 h a 37°C. Apds o periodo foram coletadas duas
colénias de cada placa de AMS fermentadoras do manitol (Figura 4) sugestivas
e repicadas em novos meios liquidos de BHI (37°C/24h), e ap0s este periodo
foram submetidas a coloragdo de GRAM (ANEXO Ill) (TRABULSI et al., 2002).
As placas com culturas que apresentaram crescimento, mas nao fermentaram

0 manitol foram descartadas.

31



Figura 4: Crescimento Bacteriano em Agar Manitol Salgado

Colodnias
selecionadas
sugestivas

Fonte: Autor

A avaliacdo das caracteristicas morfotintoriais foi determinada pela
Coloracao de Gram e observada ao microscépio 6tico (NIKON Eclipse E400).
As bactérias do género Staphylococcus apareceram como cocos Gram
positivos arranjados em forma de cachos de uva ou aos pares (Figura 5) (BIER,
1976; YORK, 2004).

Figura 5: Método de Coloragéo de Gram

Cocos GRAM positivos

Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE 2005.

3.3.2. Producéo de Catalase

A prova da catalase foi realizada depois de retirada uma aliquota com o
auxilio de uma alca bacterioldgica da cultura em BHI, que foi transferida para a
superficie de uma lamina de microscépio. Foi adicionada ao crescimento uma

gota de peroxido de hidrogénio (H,O,) a 3%. A positividade foi caracterizada
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pela presenca de bolhas de gas em até 30 segundos (Figura 6) Controles:
Positivo — S. aureus ATCC 12600 (INCQS 00358) e Negativo Streptococcus
pneumoniae ATCC 33400 (INCQS 00360) (RIBEIRO; SOARES, 1993).

Figura 6: Resultados da Prova da Catalase

Positivo (+)

Negativo (-)

ASM Microbelibeary © Reiner

Fonte: http://lumconviteabiomedicina.blogspot.com/2011/04/identificacao-de-bacterias-catalase-

e.html

3.3.3. Coagulase livre em tubo

A producdo da coagulase livre foi verificada pela adicdo de 0,5 mL de
uma cultura de 24h em meio liquido BHI a um tubo contendo 0,5 mL de plasma
de coelho com EDTA (Becton Dickinson), incubado a 37° C em banho
termostatico durante 24 horas. As leituras foram realizadas a cada hora,
durante 4-5 horas iniciais, para verificar a formacdo do coagulo. Quando néo
foi possivel a visualizacdo do coagulo neste periodo de tempo, as amostras
foram deixadas em banho-maria até completar as 24 horas (SPERBER;
TATINI, 1975; RIBEIRO; SOARES, 1993; NEDER, 1992; KONEMAN et al.,
2008). Controle: S aureus ATCC 6538 (INCQS 00039 - controle positivo) e S
epidermidis ATCC12228 (INCQS 00016 - controle negativo).
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Figura 7: Resultados da Prova da coagulase livre

POS - Positivo (+)
NEG - Negativo (-)

Fonte: http://lumconviteabiomedicina.blogspot.com/2011/04/identificacao-de-bacterias-catalase-

e.html.

3.3.4. Producao de DNase

Para a realizacdo da prova da DNase foi retirada uma aliquota do meio
liquido de BHI, e reinsoladas em tubo de ensaio contendo agar inclinado BHI e
incubada a 37° C por 24h .Apos este periodo foi foi retirada uma aliquota da
cultura e semeada (spot) em agar DNAse, e incubada a 37° C por 24h. Apés a
incubacéo, foi adicionado &cido cloridrico — HCI 1N para verificar a formacgéo de
halo transparente ao redor do spot por 3 minutos indicando a degradacao do
DNA pela enzima DNase produzida pelo S. aureus (JAWETZ; MELNICK;
ALDELBERG, 2000). (Figura 8) Controle: S. aureus ATCC 6538 (INCQS 00039
- controle positivo) e S. epidermidis ATCC 12228 (INCQS 00016 - controle
Negativo).

34


http://umconviteabiomedicina.blogspot.com/2011/04/identificacao-de-bacterias-catalase-e.html
http://umconviteabiomedicina.blogspot.com/2011/04/identificacao-de-bacterias-catalase-e.html

Figura 8: Prova da DNase

—Positivo — com halo transparente
Negativo- sem halo transparente

Fonte: IDIPA - Lag

Fonte:
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo4/id_sta4
.htm

3.4. Preservacgéo dos isolados

3.4.1. Criopreservacao em Glicerol a 20%

Ap6s as provas de identificagdo fenotipica as culturas de
Staphylococcus spp e S. aureus foram preservadas por congelamento em
glicerol a 20% (concentracao final) (REIMER; CAROL, 2003). A seguir foram

armazenadas a — 20°C.

3.4.2. Liofilizacao

ApoOs o crescimento, em meios de cultivo recomendados, a placa foi
coberta com “Skim Milk” (DIFCO 0001) a 10%, homogeneizado com o auxilio
de uma alga de “Drigalsky” e transferido para ampolas estranguladas em
volumes de 03 a 05 mL por ampola. Apés a distribuicdo as culturas foram
imersas em banho de gelo seco e etanol absoluto para congelamento rapido (-
70 °C) por 30 — 60 segundos. A seguir foram mantidas em freezer a —70°C, por
48-72 horas e colocadas no liofilizador (EDWARS) com o objetivo de retirar
toda 4gua da amostra por sublimacdo da agua contida no material. Apoés 18h,

as ampolas foram transferidas para um “manifold” (ou arvore), que permite a

35



finalizacdo do processo e o fechamento das ampolas com auxilio de um
macarico de chama dupla (REIMER; CARROL, 2003). Foram liofilizadas cinco
ampolas de cada micro-organismo e depositadas na colecdo de Micro-
organismos de Referencia do INCQS/Fiocruz com a identificacdo numeérica:
P3413 a P3439; P3460 a P3463, e P3527 a P3544 e, armazenadas a — 70°C.

3.5. Susceptibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos foi determinada através
do método de difusdo de discos (KIRBY- BAUER modificado) segundo as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLS (2010).
As suspensdes bacterianas foram obtidas em solucdo de cloreto de sédio
estéril (0,9%) e ajustadas a uma turvacdo equivalente a 0,5 da escala de
McFarland. As culturas foram semeadas em agar Mueller Hinton (AMH) (Difco-
Detroit USA) para obtencdo de um crescimento confluente. Posteriormente, 0s
discos dos agentes antimicrobianos foram depositados, com o auxilio de uma
pinca e incubados a 37°C por 24 horas em aerobiose. Os agentes
antimicrobianos utilizados foram: eritromicina (15 ung), clindamicina (2 pg),
oxacilina (1ug), vancomicina (30 nug), rifampicina (5 ug), clorafenicol (30 pg),
gentamicina (10 ug), ciprofloxacina (5 pg) e cefoxitina (30ug) (Cefar- Sé&o
Paulo, SP, Brasil). Apés a incubacdo de 24 horas foi realizada a leitura dos
didmetros dos halos de inibicdo de crescimento (Figura 9). Foram utilizadas as
cepas de referéncia S. aureus ATCC 25923 (INCQS 00015) e E.coli ATCC
35218 (INCQS 00325) para controle de resisténcia e sensibilidade.
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Figura 09: Susceptibilidade aos antimicrobianos

Cefoxitina

Oxacilina

Fonte: http://www.scielo.br/pdf/abd/v84n5/v84n05a09.pdf - modificado

3.6. Caracterizacao Molecular

3.6.1. Extracéao e purificacdo DNA gendémico

A extracdo do DNA gendmico dos isolados foi realizada utilizando o Kit
QIAGEN. Foi utilizado o protocolo recomendado para bactérias Gram positivas
“protocolo Appendix E: Purification of Genomic DNA from Gram-positive
Bactéria” do kit comercial DNeasy Blood & Tissue Handbook 07/2006
(QIAGEN) (QIAGEN Companies-Uniscience do Brasil) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Quinhentos pl de cultura foi centrifugada por 10 min a
5000 x g (7500 rpm) (Centrifugue 5415 C Eppendorf). O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento foi ressuspendido em 180 pl do tampao de lise e
incubado a 37°C por 30 min. Foram adicionados 25 ul de proteinase K e 200 pl
do tampédo AL, homogeneizados em agitador de tubos (Vortex genie 2-
Scientific Industries) e incubado a 56°C por 30 min em banho seco (VWR
Scientific Products). Apos a incubacéo foram adicionados 200 pl de etanol (96-
100%) e homogeneizados. A mistura (incluindo o precipitado) foi
cuidadosamente dispensada na coluna Dneasy Mini acoplada ao tubo coletor
de 2 mL. Foi centrifugado a = 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. A coluna foi
transferida para um novo tubo coletor onde foram adicionados 500 pl de
tampao AW1 e centrifugados = 6000 x g (8000 rpm). A coluna foi colocada em
novo tubo coletor onde foram adicionados 500 pl do tamp&o AW2 e
centrifugados a 20.000 x g (14000 rpm) por 3 minutos. A coluna foi transferida

para um tubo Eppendorf de 1,5 mL onde foram adicionados 100 pl do tampéo
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AE e incubado a temperatura ambiente por 1 minuto. Apds esse periodo foi
centrifugado a = 6000 x g (8000 RPM) por 1 minuto; o tubo Eppendorf foi
armazenado a - 20°C.

A integridade dos DNAs gendmicos extraidos pelo kit QIAGEN foram
avaliados através de eletroforese em gel de agarose (SIGMA A-0169) 1% em
solugédo-tampao TBE 0,5x (Tris-Borato EDTA- 0, 0445 M de Tris, 0, 0445 M de
acido bdrico e 0, 001 M de EDTA, pH 8,4) acrescido de 1,5 pl da solucdo de
brometo de etidio (3mg/ml). Os DNAs foram submetidos a eletroforese a 50 V
por 1 hora. As imagens foram digitalizadas e analisadas pelo sistema de video

documentacédo Transillumination GE Image Quant 300.

3.6.2. Reacdo em cadeia da polimerase para pesquisa dos genes coa,

femA e mecA

Foram utilizadas como cepas controle das reacdes de PCR: S. aureus
ATCC 33591 (INCQS 00306 - cont. positivo) e S. epidermidis ATCC 12228
(INCQS 00016 - cont. negativo).

Para a pesquisa do gene coa - A mistura da PCR teve o volume final de 50 uL
contendo o0s seguintes reagentes da Invitrogen: 5 uL de 10X PCR Buffer
Tampéo (500 mM KCI, 100 mM Tris HCI [pH 90]); 200 uM cada dATP, dCTP,
dGTP e dTTP; 2,5 U Taq polimerase, 1,5 mM MgCI2 25 pmol de cada

oligonucleotideo (Quadro 1) e agua deionizada estéril. A esta mistura foi
adicionado ~50ng do DNA gendmico. As amplificagdes foram realizadas nos
termocicladores Peltier Thermal Cycler, modelo: PTC-200 marca: MJ Research
e Eppendorf EP Master Cycler. Todos os iniciadores utilizados foram

sintetizados pela Invitrogen, Carrlsbad, CA.
Para a pesquisa do gene femA - A mistura da PCR teve o volume final de 25

uL do kit Hot Star (Qiagen) acrescido de 20 pmol de cada oligonucleotideo

(Quadro 1), seguindo as instru¢des do fabricante.
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Para a pesquisa do gene mecA - A mistura da PCR teve o volume final de 25
uL do kit Master Mix (Promega) acrescido de 20 pmol de cada oligonucleotideo

(Quadro 1), seguindo as instrugdes do fabricante.

3.6.3. Iniciadores e ciclos utilizados

Todos os iniciadores e 0s programas de amplificacéo utilizados nas reac¢fes da
PCR estdo apresentados no quadro 1.

Quadro 1. Iniciadores e programas de amplificacdo utilizados neste estudo

Gene | Iniciadores Sequéncia Programa Tamanho Referéncia
Alvo pb
coa CoaG2 5" CGAGACCAAGATTCAACAAG ¥ Guler et al.,
2005
650 - 812
CoaG3 5 AAAGAAAACCACTCACATCA3 | 72°C-4
72°C- T
femA | femAF 5" TCACGCAAACTGTTGGCCACT 3 | 95°C- 5’ Este estudo
94°C- 2’
57°C- 2’ 974
femAR 5 CCATTGCACTGCATAACTTCCGC | 5
72°C- 1’
72°C-T7
mecA | Sa_mecAF 5 GATCTGTACTGGGTTAATCA 3’ 94°C- 5’ Este estudo
94°C- 2’
60°C- 2’ 500
Sa_mecAR 5 CATATGACGTCTATCCATTT 3’ 35x
72°C- 1’
72°C-T7

3.6.4. Visualizacao dos produtos da PCR

Para a visualizagdo dos produtos da PCR, 10 puL dos produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao TBE
1,0M Tris, 0,01M acido bérico, 0,01M EDTA pH 8,2 (Invitrogen) acrescido de
brometo de etidio (3mg/mL). Utilizou-se o marcador de peso molecular 100 pb
da Invitrogen. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal Eletrophoresis

Cell (Bio - América) contendo TBE 0,5X, por 60 minutos a 60 V em fonte Power

39



Pac 300 (Bio-Rad). As imagens foram digitalizadas pelo sistema de video
documentagcdo IMAGEQUANT 300® - GE. Todas as reagdes da PCR foram
realizadas pelo menos trés vezes para verificacdo da reprodutibilidade.

3.6.5. Cepas de referéncia utilizadas:

As cepas utilizadas nesse estudo foram as seguintes: Staphylococcus
aureus ATCC 6538 (INCQS 00039); Staphylococcus warneri ATCC 10209
(INCQS 00243); Staphylococcus hominis ATCC 27844 (INCQS 00359);
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 (INCQS 00233); Staphylococcus
simulans ATCC 27851 (INCQS 00254); Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 (INCQS 00016); Staphylococcus xylosus ATCC 29971 (INCQS 00255);
Staphylococcus aureus ATCC 12600 (INCQS 00358- MRSA); Staphylococcus
aureus ATCC 33591 (INCQS 00306); Staphylococcus aureus ATCC 25923
(INCQS 00015).
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4. RESULTADOS

4.1. Distribuic&o dos isolados

No periodo de maio de 2009 a janeiro de 2010 foram coletadas 79 amostras
provenientes de artigos médicos e de profissionais de saude, em duas
unidades basicas de saude estudadas (Tabela 2). Ap0s o0 processamento,
estas 79 amostras resultaram no isolamento de 49 bactérias do género
Staphylococcus. Dos 49 isolados de duas unidades de saude, 33 (67,3%)
foram procedentes de artigos médicos e 16 (32,6%) de profissionais de saude
(Tabela 2). Desses 49 isolados, 37 foram Staphylococcus aureus e 12

Staphylococcus coagulase negativa (Figura 18).

Tabela 2: Distribuicdo dos sitios de coleta e isolados de Staphylococcus spp

Artigos Médicos N° de Amostras N° Isolados % Isolados
EO 08 12 24,5
ED 08 04 8,2
ESP 08 04 8,2
ESM 08 04 8,2
SON 09 09 18,3
TOTAL 41 33 67,

Profissionais

NAR 19 07 14,3

MAO 19 09 18,3
TOTAL 38 16 32,6
TOTAL GERAL 79 49 100

(EO) Estetoscépio-olivas; (ED) Estetoscépio-diafragma; (ESP) Esfigmomandmetro-péra; (ESM)
Esfigmomanbémetro-manguito; (SON) Sonar Doppler; (NAR) Narinas; (MAO) Maos.

4.2. Identificac@o Fenotipica

4.2.1. Caracteristicas morfotintoriais e bioguimicas

As 49 cepas com caracteristicas de Staphylococcus foram cocos Gram
positivos, produziram catalase, e fermentaram o manitol. Quarenta e um

isolados (83,67%) produziram a enzima desoxirribonuclease (DNase), 35
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(71,42) produziram a enzima coagulase e as 14 (28,57%) restantes foram

manitol positivas e coagulase negativas (CoNS) (Tabela 3).

Tabela 3: Resultados das Provas Fenotipicas das Cepas Isoladas de Artigos Médicos e
Profissionais de Saude

Testes N° de isolados % de isolados
Fermentac&o do manitol (+) 49 100
Coloracéo de Gram (CG+) 49 100
Catalase (+) 49 100
Coagulase (+) 35 71,4
Coagulase(-) 14 28,6
DNAse (+) 41 83,7
DNAse (-) 08 16,3

(+): Resultado positivo; (-): Resultado negativo

4.2.2. Susceptibilidade aos antimicrobianos

Foram realizados ensaios de susceptibilidade aos antimicrobianos frente
a nove antimicrobianos e de acordo com o0s resultados obtidos, foram
estabelecidos 19 perfis de resisténcia (Tabela 4). O perfil | formado por 15
isolados (dois isolados (SON); cinco isolados (ESM); quatro isolados (NAR);
trés isolados (ED) e um isolado das maos), apresentou susceptibilidade aos

nove antimicrobianos analisados.
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Tabela 4: Perfil de Resisténcia aos Antimicrobianos dos Isolados de Staphylococcus

Perfis Fenotipo de resisténcia N° de isolados
[ SENSIVEL A TODOS 15
Il ERI 06
1l RIF 01
v CLO 03
v CLI 01
Vi ERI, OXA 03°
vii ERI, GEN 01
vill ERI, RIF 01
IX OXA, CFO 04°
X ERI, OXA, CFO 01°
X ERI, CLO, CLI 01
Xl ERI, GEN, CFO 03
Xl ERI, OXA, GEN, CFO 01°
XIV ERI, CLO, CLI, RIF 01
XV ERI, CLI, OXA, RIF, CFO 03?
Y ERI, CLI, OXA, CIP, CFO 012
Xvii ERI, CLO, CLI, OXA, RIF, CFO 01%
XVl ERI, CLI, OXA, VAN, RIF, CFO 01%
XIX ERI,CLI,OXA,GEN,CIP,RIF,CFO 02°
TOTAL 49

(OXA) oxacilina; (CFO) cefoxitina; (ERI) eritromicina; (CLO) clorafenicol; (CLI; clindamicina;
(GEN) gentamicina; (VAN) vancomicina,; (CIP? ciproflaxina; (RIF) rifampicina; @ Todas cepas
MRSA; ® 2 cepas MRSA e 1 cepa MR-CoNS;  Todas cepas MR-CoNS.

Os 49 isolados apresentaram grande variagdo em relacdo a
susceptibilidade aos antimicrobianos analisados sendo 53,0% (n=26)
resistentes a eritromicina, 30,6%, (n=17) a cefoxitina; 30,6% (n=17) a oxacilina,
20,4 % (n=09) a clindamicina; 14,2% (n=08) a rifampicina; 12,2% (n=06) a
cloranfenicol; 14,2% (n=07) a gentamicina; 6,1% (n=03) a ciprofloxacina e 2,0%

(n=01) a vancomicina (Figura 10).

43



Figura 10: Representacéo grafica do percentual de resisténcia (%) aos antimicrobianos dos
Staphylococcus isolados
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Os 49 isolados de Staphylococcus spp, foram submetidos a provas
bioquimicas e a susceptibilidade aos antimicrobianos, e de acordo com 0s
fenotipos apresentados foram identificados como: S.aureus 35 (71,4%), CONS
14 (28,5%). Destes 14 isolados seis (12,2%) foram Staphylococcus coagulase
negativa resistentes a meticilina — (MR-CoNS). Dos 35 S. aureus, 11 (22,4%)
foram resistentes a oxacilina (MRSA), sendo um (*) destes 11 também
resistentes a vancomicina (VRSA) e 24 (51,0%) foram sensivis a meticilina
(MSSA). As 17 cepas resistentes a meticilina (**) foram isoladas dos seguintes
sitios: ESM = 03 MRSA; EO= 01 MRSA; ED= 01 MRSA; SON= 02 MRSA; MAO
= 04 MRSA; SON= 03 MRCoNS; MAO= 02 MRCoNS e NAR= 01 MRCoNS
(Tabela 5).
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Tabela 5: Fendtipos de Resisténcia Staphylococcus spp identificados

Fendtipos No de isolados % Isolados
MSSA 24 48,9
MRSA 11 22,4*
TOTAL 35 71,4
CoNS 08 16,4
MR-CoNS 06** 12,3
TOTAL 14 28,6
TOTAL GERAL 49 100

(MRSA) S.aureus resistentes a meticilina; (MSSA) S. aureus sensivel a meticilina ; (CoNS) ;
Staphylococcus coagulase negativa; (MR-CoNS) Staphylococcus coagulase negativa
resistente a meticilina.

4.3. Caracterizacdo molecular de S. aureus

4.3.1. Pesquisa do gene femA pela PCR

A especificidade dos iniciadores utilizados na amplificagdo do gene femA
foi determinada através da PCR utilizando DNA gendémico de 10 espécies de
referéncia do género Staphylococcus. Foi verificado um uUnico fragmento de
900 pb em 4 linhagens de S. aureus analisadas (Figura 11). A PCR do gene
femA dos 49 isolados resultou na amplificagdo de um anico fragmento de 900
bp em 35 (71,42%) cepas analisadas (Figura 12). As 35 (100%) linhagens
fermentaram o manitol e produziram catalase e 34 (97,14%) produziram a
enzima coagulase e 31 (88,57%) produziram DNase. Destas 35 linhagens, 11
(31,42%) apresentaram resisténcia a cefoxitina e 10 (28,57%) apresentaram

resisténcia a oxacilina e foram identificadas como S.aureus (MRSA).
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900 —>

500 —>

Figura 11: PCR do gene femA das cepas de referéncia de Staphylococcus PM - 100pb; 1.
MRSA INCQS 00306; 2. S. aureus INCQS 00015; 3. S. epidermidis INCQS 00016; 4 . S.aureus
INCQS 00358; 5. S.aureus INCQS 00039; 6. S. warneri INCQS 00243; 7. S. simulans INCQS
00254; 8. S. hominis INCQS 00359; 9. S. saprophyticus INCQS 00233; 10. S. xylosus INCQS
00255; 11 H,0O

Figura 12: PCR do gene femA dos isolados de Staphylococcus PM - 100 pb; 1. MRSA INCQS
0306 ;2. P3413; 3. P3414; 4. P3415; 5. P3416; 6. P3417; 7. P3418; 8. P3533; 9. P3420; 10.
P3421; 11. P3422; 12. H,0.

4.3.2. Pesquisa do gene coa pela PCR

A especificidade dos iniciadores utilizados na amplificagdo do gene coa
foi determinada pela PCR frente ao DNA gendmico de trés linhagens de S.
aureus, sendo uma MRSA e uma espécie de S. epidermidis. Foi verificado um
anico fragmento de ~800 bp na linhagem MRSA; de ~850 pb para S. aureus
ATCC / INCQS 0358; ~ 900 bp para S. aureus ATCC / INCQS 0039 (Figura

13). A PCR do gene coa dos 49 isolados resultou na amplificacdo de um anico
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fragmento de ~ 650 — 900 pb em 37 (75,51%) cepas analisadas (Figura 14).
As 37 (100%) linhagens fermentaram o manitol e produziram catalase e 35
(94,59%) produziram a enzima coagulase e amplificaram o gene femA. Trinta e
duas (86,48%) produziram DNase. Destas 37 linhagens 11 (29,7%)
apresentaram resisténcia a cefoxitina e 11 (29,7%) apresentaram resisténcia a
oxacilina, e foram identificadas como S. aureus. As 12 cepas (24,4%) restantes
fermentaram o manitol, produziram catalase e nove (75%) dessas 12 cepas
também produziram a enzima DNase. Essas 12 cepas ndo apresentaram a
enzima coagulase, ndao amplificaram o gene mecA e o gene coa , e foram
identificadas como Staphylococcus spp (CoNS). Para a identificacdo final de
S.aureus, foi considerado o padrdo molecular que foi de 37 cepas e ndo 35

conforme o diagnadstico fenotipico.

P 1 2 3 4 5

800ph ——

100pb

Figura 13: PCR do gene coa das cepas de referéncia de Staphylococcus PM — 100 pb (DNA
Ludwing); 1. MRSA INCQS 00306; 2. S.aureus INCQS 00358; 3. S.aureus INCQS 00039; 4 . S.
epidermidis INCQS 00016; 5. H,0O.
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PM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 14: PCR do gene coa dos isolados de Staphylococcus PM - 100 pb; 1. MRSA INCQS
0306; 2. P3463; 3. P3464; 4. P3465; 5. P3527; 6. P3528; 7. P3529; 8. P3530; 9. P3531; 10
.P3528; 11. P3532; 12. P3533; 13. P3534; 14. P3535; 15. P3536; 16. P3537; 17. H,0.

4.3.3. Pesquisa do gene mecA pela PCR

A especificidade dos iniciadores utilizados na amplificacdo do gene
mecA foi determinada através da PCR frente ao DNA genémico de quatro
linhagens de S. aureus, sendo uma MRSA e uma espécie de S. epidermidis .
Foi verificado um Unico fragmento de 500 pb na linhagem MRSA (Figura 15). A
PCR do gene mecA dos 49 isolados resultou na amplificacdo de um unico
fragmento de 500 bp em 15 (30,6%) dos isolados analisados (Figural®6).
Desses 15 isolados, 10 (100%) fermentaram o manitol, produziram catalase,
coagulase e DNase. Todas as cepas amplificaram os genes femA e o gene coa
e foram identificadas como MRSA. Das 12 cepas (24,4%) que n&o produziram
a enzima coagulase e ndo amplificaram o gene coa, cinco (41,6%) cepas
apresentaram resisténcia a oxacilina, a cefoxitina e amplificaram o gene
mecaA, foram identificadas como MR-CoNS. As outras seis cepas foram mecA

negativo e foram identificadas como CoNS, e uma cepa resisténcia a oxacilina
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e a cefoxitina que ndo amplificou o gene mecA, foi identificada como MRCons

atipica.

Figura 15: PCR do gene mecA das cepas de referéncia de Staphylococcus PM - 100pb (DNA
Ladder); 1. MRSAINCQS 00306; 2. S.aureus INCQS 00358; 3. S.aureus INCQS 00015 4.
S.aureus INCQS 00039; 5. S. epidermidis INCQS 00016; 6. H,O.

500ph ——

Figura 16: PCR do gene mecA dos isolados de Staphylococcus PM - 100 pb; 1. MRSA INCQS
0306; 2. P3435; 3. P3436; 4 .P3437; 5 .P3439; 6 .P3462; 7. H,O.
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4.4. Caracterizacdo dos Staphylococcus spp

ApoOs a identificacdo fenotipica e molecular os 49 isolados foram
identificados como: MSSA (n=27), MRSA (n=10) sendo um (01) desses 10
isolados também identificado como VRSA, CoNS (n=7) e MR-CoNS (n=5)
(Figura 17). Desses isolados, 35 produziram coagulase (S. aureus) e 14 nédo
produziram (CoNS), pelo método convencional da “coagulase livre”. No
entanto, o gene coa foi amplificado em 37 isolados que foram entdo
identificados como S. aureus e 15 amplificaram o gene mecA identificados
como MRSA (10 cepas) e MRCoNS(5 cepas)

Figura 17: Percentual de isolados de Staphylococcus spp

12% OMSSA
@ MRSA
O CONS
OMR-CONS

B ATIPICO

54%

Staphylococcus aureus sensivel a meticina (MSSA); Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA); Staphylococcus sensivel a meticilina (CONS); Staphylococcus
resistente a meticilina.
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Figura 18. Esquema dos resultados encontrados neste estudo
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, verificamos a presenca de Staphylococcus spp tanto em
equipamentos meédicos quanto nos profissionais de saude nas duas unidades
basicas de saude estudadas. Foi demonstrado a presenca de varios fenoétipos
de Staphylococcus, dentre eles MRSA (um desses MRSA também foi VRSA),
MSSA, CoNS , MR-CoNS. Um estudo envolvendo a deteccdo de S. aureus em
funcionarios, pacientes e acompanhantes em 12 unidades de saude, em
Carazinho (Rio Grande do Sul), Brasil, demonstrou a presenca de apenas
4,7% de cepas de S aureus (BORTOLI, 2006). Outro estudo realizado em
Barretos (S&o Paulo) detectou a presenca de S. aureus nas maos e cavidade
bucal de 73% dos dentistas, 52% de outros profissionais de saude e 54% dos
pacientes de consultérios odontolégicos das unidades béasicas de saude da
cidade (LENCELLOTTI, 2006).

Os resultados apresentados nesse estudo mostram um percentual
superior na deteccdo de S. aureus e a presenca de linhagens resistentes a
meticilina. Acreditamos que o baixo percentual encontrado por Bortoli (2006)
pode ser devido a falhas nas etapas de enriquecimento e cultivo dos micro-
organismos presentes nas secrec¢des nasais.

Staphylococcus aureus constitui parte da microbiota da pele de até um
terco da populacdo em geral, sendo os vestibulos nasais o principal
reservatorio (35%) seguido pela regido perianal (30%), bem como as regides
umbilicais, axilares e interdigitais (5-10%) de onde a disseminagcdo pode
ocorrer, levando as infecgcdes (CAVALCANTI et al., 2005).

A produgdo da coagulase por S. aureus constitui um determinante
fenotipico e esta associada a viruléncia desse micro-organismo. Por isso, é
considerada de necessidade a deteccdo desta enzima na diferenciacdo dos
isolados de Staphylococcus. A presenca da coagulase em 71,42% e a
deteccdo do gene coa em 75,51% dos isolados foram reportados neste
estudo. Estes dados nos levam a pensar que embora o teste da coagulase em
tubo seja considerado o teste padrdo, alguns isolados, podem nao ser
identificados pela técnica de producdo da enzima o que pode levar a
resultados falsos negativos (VANNUFFEL et al, 1995).
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Em vista disso a amplificagdo do gene coa tem sido empregada como
teste considerado sensivel e acurado na diferenciacdo das espécies (VIEIRA-
DA-MOTTA; FOLY; SAYIMA; 2001). Além de ser um fator de viruléncia, a
enzima coagulase, esta presente em varias formas alélicas o que faz com que
os isolados possam ser classificados em diferentes variantes. Assim como o
gene spa (proteina A), 0 gene coa possui uma regiao polimérfica usada na
diferenciacdo dos isolados de S. aureus por meio da analise do polimorfismo
do comprimento dos fragmentos por restricho, método que vem sendo
utilizado em estudos epidemiolégicos (GOH et al, 1992; HOOKEY; RICHARD;
COOKSON, 1998). Neste estudo foi ainda confirmada a presencado gene
femA nos 35 isolados de S.aureus. A presenca do gene femA em S. aureus
tem sido considerada uma caracteristica Unica da espécie e aplicada na
deteccdo seletiva deste micro-organismo (BROWNE; BROWN, 1991;
LECLERCQ et al., 1988; MULLIGAN et al., 1993). No entanto, homdlogos
deste gene foram caracterizados em outras espécies de CoNS como: S.
epidermidis, S. simulans, S. hominis e S. saprophyticus (ALBORN et al.,
1996). Acreditamos que a falha na amplificagdo do femA nos dois isolados
que nao produziram coagulase, mas apresentaram 0 gene coa pode ser
devido a presenca de diversidade nas regifes de anelamento dos iniciadores
utilizados para a amplificagéo do femA (VANNUFFEL et al., 1999).

As infeccbes em ambientes de salde causadas por S. aureus
multirresistentes tornaram-se bastante relevantes nas Ultimas décadas, sendo
responsaveis por altos indices de morbidade e letalidade. Atualmente S. aureus
resistentes a oxacilina ou meticilina & reconhecido como um dos mais
importantes patégenos causadores de infecgcdes em todo o mundo levando ao
surgimento e a disseminacdo de cepas cada vez mais virulentas e
multirresistentes (VELASQUEZ-MEZA, 2005). O gene mecA esta localizado em
uma regido do DNA cromosomial bacteriano denominado Staphylococcal
Cassete Chromossome mec (SCCmec), ausentes em MSSA (LIVERMORE,
2000). Atualmente sédo conhecidos oito tipos de SCCmec, que ainda podem
apresentar alguns subtipos. Os SCCmec tem fundamental importancia na
transmissao da resisténcia microbiana e na epidemiologia, além de conter

genes de resisténcia a outros antibidticos e outros pseudogenes que codificam
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enzimas com diversas funcdes (ITO et al.,, 2003; KONDO et al.,, 2007;
OLIVEIRA et al., 2006).

No presente estudo, dos 17 isolados resistentes a oxacilina, 11 (64,7%)
expressaram a enzima coagulase e 10 (58,8%) amplificaram o gene mecA,
sendo esses ultimos identificados como MRSA e um ndo apresentou 0 gene
mecA sendo considerado Staphylococcus aureus resistente a oxacilina atipico.
A resisténcia a oxacilina apresentada pelo isolado no qual nao foi amplificado o
gene mecA, se deve provavelmente, ao desenvolvimento da resisténcia atraves
de um outro mecanismo, como por exemplo hiperproducdo de pB-lactamase ou
PBP’s modificadas, o que significa que nem todos expressam sua resisténcia
da mesma forma (GEHA et al.,1994; JORGENSEN,1993;
MOHANASOUNDARAM ; LALITHA, 2008). Em relacdo aos 12 isolados CoNS,
50% (6/12) apresentaram resisténcia a oxacilina, cinco apresentaram o gene
mecA e foram identificados como MR-CONS e um ndo apresentou 0 gene
mecA sendo considerado Staphylococcus resistente a oxacilina atipico. Este
resultado pode também estar relacionado com a presenca de expressao
heterogénea dos genes que conferem resisténcia a oxacilina (KAISER et al.,
2010) ou a outros mecanismos de resisténcia dos CoNS associados a
oxacilina, incluindo a producdo de B-lactamase, biofilme, transposons e
plasmideos, (ALVES ; LEMOS, 2007).

Por fazerem parte da microbiota, CoNS foram durante muito tempo
considerados de pouca importancia clinica, entretanto, durante as ultimas duas
décadas a incidéncia desses micro-organismos vem aumentando e eles
passaram a ser reconhecidos como agentes oportunistas causadores de
infeccbes nosocomiais e comunitarias (BARRETO ; PICOLI, 2008; CUNHA;
SINZATO ; SIVEIRA, 2004). Dos 44,5% de CoNS isolados nas méos dos
profissionais de salude em um hospital em Goias, 75% apresentaram
resisténcia a oxacilina (CUSTODIO et al.,2009). No presente estudo dos 49
isolados seis cepas das maos dos profissionais foram resistentes a oxacilina
(12.2%) (04 MRSA e 02 MRCoNS), sendo uma MRSA resistente também a
vancomicina (VRSA).

No Brasil, a preocupagédo com a disseminacdo de MRSA tem sido objeto
de estudos que visam verificar a frequéncia dessa resisténcia e suas
implicagdes no sistema hospitalar (BRITES; SILVA; SAMPAIO-SA, 2006;
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CAVALCANTI, 2005; OLIVEIRA et al., 2006; SPIANDORELLO et al., 2000).
Dois estudos realizados sendo um no Rio Grande do Sul e outro na regiéo sul
nao identificada, demonstraram a presenca de 32,7% de MRSA em pacientes
internados em um hospital de Caxias do Sul (SPINDORELLO et al., 2000) e de
20,6% de MRSA em saliva de 13 profissionais do servico de limpesa em um
hospital universitario no sul (CRUZ et al.,2011). Em Recife, a taxa de
prevaléncia foi de 13% em amostras de pacientes internados em UTI
(CAVALCANTI et al., 2006), enquanto em Salvador, essa taxa foi de 28%
(BRITES; SILVA; SAMPAIO-SA, 2006). Uma investigacido a partir de “swabs”
nasais de recém-nascidos em hospital-maternidade verificou uma frequéncia
ainda maior de 47% deste patogeno no Rio de Janeiro, (LOUREIRO et al.,
2000).

A percepcao tem mudado a partir do registro dos primeiros relatos de
infeccbes comunitarias graves, community acquired methicillin-resistant S.
aureus (CA-MRSA), especificamente em individuos ndo hospitalizados e que
nao mantiveram contato com profissionais de saude e ou pacientes (HUNT et
al.,1999; ROSSI; ANDREASSI, 2005). Neste contexto, uma pesquisa
identificou a taxa de prevaléncia de 15,5% de MRSA em pacientes atendidos
em unidade ambulatorial de saude publica com 44% de resisténcia a oxacilina,
o que levou a reflexdo sobre influéncia desses organismos nas infeccdes
diagnosticadas na unidade (FERRERIA et al., 2009).

Estudos em outras regides do Brasil também revelam diferentes
proporcdes da frequéncia desse patdégeno tanto de origem hospitalar quanto
comunitaria. Na cidade de Manaus, Egido; Barros (2003) identificaram 10% e
62,5% de MRSA, isolados de amostras comunitarias e de pacientes com
abscesso piogénicos, respectivamente, enquanto Meneggoto; Picoli (2007)
detectaram 7,5% de CA-MRSA em uma populacéo de profissionais de saude.

O aparecimento de micro-organismos cada vez mais virulentos nas
unidades de salude preocupa os profissionais que se expdem diariamente a
esse ambiente. A preocupacdo com a transmissdo do MRSA né&o é exclusiva
dos portadores nasais, mas abrangem também os artigos médicos como
veiculos desta transmissdo. Desta forma, a colonizacdo por S. aureus,

principalmente MRSA, é um problema de saude publica, e que desperta
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interesse em investigar se os profissionais de saude sdo também portadores
nasais de MRSA (NEVES et al., 2007).

Em relagdo a susceptibilidade aos antimicrobianos foram identificados 19
perfis de resisténcia neste estudo. Embora quinze isolados (30,61%) tivessem
apresentado sensibilidade a todos os antibioticos testados, os demais
apresentaram resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, destacando-se
os f-lactamicos (63,26%) e macrolideos (59,18%). A presenca de MRSA dos
oito isolados multiresistentes, seis (85,71%) apresentando perfis multidrogas
resistentes sugere a presenca de outros genes de resisténcia no SCCmec.

Existem na literatura outros estudos que também mostraram altas taxas
de resisténcia a eritromicina, a clindamicina e oxacilina. Kobayashi et al. (2009)
isolaram 1239 cepas de S. aureus, a partir de 1960 amostras clinicas de um
hospital publico em Goias, que apresentaram resisténcia de 70,4%, 68,5%% e
68% a eritromicina, oxacilina e clindamicina, respectivamente. Das 272 cepas
de S. aureus isolados em dois hospitais de oncologia no Peru, 156 (57,4%)
foram resistentes a oxacilina e 13 cepas a clindamicina. A clindamicina é um
antimicrobiano pertencente a classe das lincosamidas que é frequentemente
usada para o tratamento das infecgbes causadas por S. aureus. Entretanto,
alguns estudos demonstram a emergéncia de amostras comunitarias resistentes
a este antimicrobiano (PATEL et al., 2006).

De acordo com Baldy (2005), a transmisséo dos Staphylococcus spp tem
significado especial no ambiente de saude, onde as fontes de infeccfes séo
constituidas pelo proprio ambiente, pelos portadores assintoméaticos e pelos
pacientes. Os meios de transmissdo podem ser diretos (contato direto com a
fonte de infeccdo ou mesmo autoinfeccdo) ou indiretos, em que o0s
Staphylococcus sdo veiculados principalmente pelas maos do profissional de
saude (GOMES; OLIVEIRA, 2006). Toda a populacdo dos servicos de saude,
temporaria (pacientes) ou permanente (medicos, enfermeiros, atendente etc) é
potencialmente suscetivel. Sendo assim, algumas medidas profilaticas sao
recomendadas para a prevencdo de infeccbes causadas por espécies
bacterianas como a implementacdo do programa de controle de Infeccao
Hospitalar (IH) disponibilizar protocolos de lavagem das méos para todas as
pessoas que exercem atividade no ambiente de saude; realizar limpeza,

desinfeccdo e/ou esterilizacdo de todo artigo médico (roupas, instrumental,
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utensilios e equipamentos) utilizado no ambiente de saude; investigar surtos
epidémicos na origem da fonte de infec¢do; no caso da constatagéo dessa fonte
em algum profissional de salde, este devera ser afastado temporariamente e
submeter-se ao tratamento adequado (BALDY, 2005).

Muitos estudos demonstram a possivel participacdo dos portadores
nasais de MRSA no desenvolvimento de infecgcbes em unidades de saude tanto
nos pacientes como nos profissionais, e propéem a introducado de medidas de
intervencao de identificacdo precoce do paciente colonizado e ou infectado por
MRSA como o tratamento dos portadores nasais (pacientes e profissionais)
com mupirocina tépico durante cinco dias (MOREIRA, 2000; GARCIA et al.,
2003; GOMES ; OLIVEIRA, 2006). Mupirocina, antimicrobiano de uso tépico, é
recomendado para descolonizacdo da mucosa nasal e lesGes cutaneas de
pacientes ou profissionais da saude (COIA et al., 2006; WERTHEIM ; VOS,
2005). Esta descolonizacao visa a limitar a disseminagdo desse agente nos
servicos de saude e, assim, reduzir o grande impacto clinico produzido por ele
nas infeccbes hospitalares, notadamente, aquelas relacionadas a
procedimentos cirargicos e cateteres vasculares (WERTHEIM; VOS, 2005).
Estudos avaliaram a vigilancia ativa por meio da cultura em swab nasal e/ou de
orofaringe e demonstraram que esta medida contribui para reducéo das taxas
de infeccao (NETTO DOS SANTOS et al.,1996; ROBICSEK et al.,2008).

Neste estudo os resultados demonstram a presenca de varios fenétipos
de Staphylococcus nos artigos médicos e nos profissionais de saude
analisados. A presenca desses patdgenos em individuos que tem contato com
0S pacientes e com os profissionais de saude pode representar risco ndo so
para 0s pacientes, mas também para os proprios profissionais que carream e
transmitem cepas com grande potencial patogénico dentro de sua comunidade.
Assim, podemos supor que a promoc¢ao de medidas de prevencdo como a
vigilancia epidemiologica e programas efetivos de educagdo devem ser
adotados de forma continua, visando a profilaxia e o controle das doencgas

infecciosas em servigos de saude.
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6.

CONCLUSOES

Ocorréncia de Staphylococcus spp potencialmente patogénicos em todos os
artigos médicos e de alguns profissionais de saude analisados.

A presenca de cepas multirresistentes, inclusive a vancomicina em
profissinais de salde demonstra a importancia da aplicagdo dos

procedimetos de desinfeccéo previstos na legislacao.

A adocdo continua de medidas de prevencdo como a Vvigilancia
epidemioldgica e programas efetivos de educacdo devem ser adotados de
forma continua, visando a profilaxia, e a transmissdo de doencas

infecciosas em servicos atendimento basico de saude.
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7. Perspectivas:

v' Ampliar este estudo através da realizagdo de novas coletas em outras
unidades de basicas de saude;

v' Utilizar métodos de tipagem com o objetivo de realizar avaliacdo
epidemiolodgica dos isolados;

v Divulgar os dados obtidos por meio de publicacao de artigo cientifico em

periodico nacional.

59



8. Referéncias bibliograficas

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Manual de Microbiologia
Clinica para o Controle de Infeccdo em Servicos de Saude, 2004.
Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_microbiologia_completo.pdf
Acesso em: 27 de agosto de 2010.

. Resolucédo - RDC n° 14, de 28 de fevereiro de 2007. “Aprova o
Regulamento Técnico para Produtos Saneantes com Acdo Antimicrobiana
harmonizado no ambito do MERCOSUL através da Resolucdo GMC n° 50/06”.
Disponivel em www.saude.mg.gov.br/.../produtos.../RDC-
NVISA%20n0%2014,%20de%2028-02-2007.doc. Acesso em 15 abr. 2009

. Boletim Informativo da Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude (2009). Disponivel em:
http://www.anvisa.gov.br/divulga/newsletter/rede_rm/2009/100709 dados_naci
onais.pdf. Acesso em 03 de setembro de 2010.

. Resolucédo de Diretoria Colegiada — RDC n° 35 de 16 de agosto de
2010 “Dispde sobre o Regulamento Técnico para produtos com acao
antimicrobiana utilizados em artigos criticos e semicriticos” Disponivel em
http://wwwanvisagovbr/legis/indexhtm Acesso em 13 de abril de 2011.

ALBORN, W. E. et al. Cloning and Characterization of femA and femB from
S.epidermidis, Intern J Genes and Genomes, Amsterdan, v. 180, n. 1-2, p.177-
181, Nov-1996.

ALVES, E. C. C.; LEMOS, M. M. V. F. Deteccdo de genes da resisténcia
antimicrobiana em cromossomos e plasmideos da Staphylococccus spp Arg
do Inst de Biol, v.74, n .3, p. 2007-2013, Sao Paulo, 2007.

ARAUJO, B. A. C.; OLIVEIRA, A. L.; SANTOS, F. L. Isolamento de amostras
multirresistentes de Staphylococcus aureus em estetoscopios usados no
ambiente hospitalar Rev. Bras. Anal. Clin., v.32, n.4, p. 285-288, 2000.

APPELBAUM, P. C., Microbiology of Antibiotic Resistance in Staphylococcus
aureus, Clin Infect Dis, v. 45 (suppl. 3), p.165 — 170, 2007.

ARBUTHNOTT, J. P; COLLEMAN, D. C.; AZAVEDO, J. S. Staphylococcal
toxins in human disease J of Appl Bacteriol Symp, Suplement, p.101S-107S
,1990.

AUCKEN, H. M. et al A new UK strain of epidemic methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (EMRSA-17) resistant to multiple antibiotics J
Antimicrob Chemot, v.50, p.171-175, 2002.

BALABAN, N.; RASOOLY, A. Staphylococcal enterotoxins Intern J of Food
Microbiol, v.61, p.1-10 2000.

60


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_microbiologia_completo.pdf
http://www.saude.mg.gov.br/.../produtos.../RDC-NVISA%20no%2014,%20de%2028-02-2007.doc
http://www.saude.mg.gov.br/.../produtos.../RDC-NVISA%20no%2014,%20de%2028-02-2007.doc
http://www.anvisa.gov.br/divulga/newsletter/rede_rm/2009/100709_dados_nacionais.pdf.%20Acesso
http://www.anvisa.gov.br/divulga/newsletter/rede_rm/2009/100709_dados_nacionais.pdf.%20Acesso
http://www.anvisa.gov.br/legis/index.htm

BALDWIN, J. et al Staphylococcal infections in newborn infants 11l Colonization
of newborn by Staphylococcus pyogenes AWAmer J Dis Child, v.94, p. 107-12,
1957.

BALDY, J.L.S. Estafilococcias. p.1254-1297 In: COURA,J.R (Ed.) Dinamica
das Doencas Infecciosas e Parasitarias, v.ll, Rio de Janeiro Guanabara
Koogan, 2005.

BANNERMAN, T. L. et al. Pulsed-field gel electrophoresis as a replacement for
bacteriophage typing of Staphylococcus aureus. J. Clin. Microbiol., v.33,
p.551-555,1995.

BANNERMAN, T. L.; PEACOCK, S. 2007. IN: Staphylococcus, Micrococcus,
and other catalase-positive cocci that grow aerobically. In Manual of clinical
microbiology, 9th ed. Edited by P. R. Murray, E. J. Baron, J. H. Jorgensen, M. L.
Landry and M. A. Pfaller. Washington DC: American Society for Microbiology.
390-411.

BARRETO, M. F.; PICOLI, S.U. Staphylococcus em um Hospital de Porto
Alegre (RS) Rev Bras de Anal Clin, v.40 Porto Alegre, 2008.

BEARD, W.L., ROBERTSON, J.T., GETZY, D.M. Enterotomy technique in the
descending colon of the horse - Effect of location and suture pattern Vet Surg,,
v.18, n.2, p.135-140, 1989.

BENSON, T. E. et al Structure of Staphylococcus aureus femA Struct, v. 10,
p.1107-1115, 2002.

BENSON, T.E et al. Structure of Staphylococcus aureus femA. Structure, v.
10, n. 8, p. 1107-1115, 2002.

BIER, O. Bacteriologia e Imunologia em suas Aplicacdes a Medicina e a
Higiene, 17 ed Ver AmplSao Paulo, Melhoramentos, RJ, p.1055, 1976.

BOER, E.; BEUMER, R. R. Methodology for detection and typing of foodborne
microorganisms. International Journal of Food Microbiology, v.50, p.119-
130. 1999.

BOONE, D. R.; CASTENHOLZ, R.W. Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology 2 ed Washington: Springer-Verlag, 2001 v. 1.

BORGES, M. F. Diagndstico da contaminagcao por bactérias piogénicas em
uma industria processadora de queijo coalho e deteccdo de genes
associados a fatores de viruléncia 2005 222 f Tese (Doutorado em
Tecnologia de Alimentos) — Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo,
2006.

BORTOLI, C.C. Pesquisa de portadores de Staphylococcus aureus em
individuos de postos de saude, no municipio de Carazinho/RS Disponivel

61



em:<http://wwwulbracarazinhoedubr/novo/grades/tcc%202009%201%?20biome
dicina/Camila%20De%20Bortolipdf> Acesso em: 12 jan 2010.

BRAOIOS, A. Estudo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) por técnicas genotipicas e fenotipicas. 2005. 102f. Tese (Doutorado
em Andlises Clinicas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara.

BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n.196 de 24 jun. 1983. Instrucdes para o
controle e prevencao das infec¢des hospitalares. D. O. U. Diario Oficial da
Unido da Republica Federativa do Brasil; Poder Executivo, Brasilia. 28 de
junho de 1983.

. Presidéncia da Republica. Senado Federal — Lei - Constituicdo da
Republica Federativa do Brasil, de 05 de outubro de 1988. Disponivel em:
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/constituicao/constitui%C3%A7ao.htm.
Acesso em 10 dez. 20009.

. Ministério da Saude. Lei n. ° 8.080, de 19 de setembro de 1990 a.
Dispbe sobre as condi¢cdes para a promocao, protecdo e recuperacdo da
salude, a organizacdo e o funcionamento dos servicos correspondentes e da
outras providéncias. Diério Oficial da Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, DF. 19 de setembro de  1990. Disponivel  em:
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/Leis/L8080.htm. Acesso em: 10 dez de
20009.
Lei n. © 8.142, de 28 de dezembro de 1990b. Dispde
sobre a part|C|pagao da comunidade na gestdo do Sistema Unico de Saude -
SUS e sobre as transferéncias intergovernamentais de recursos financeiros na
area da saude e da outras providéncias. Disponivel em:
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/I8142.htm. Acesso em: 10 dez. 2008.

. Secretaria de Assisténcia a Saude (SNAS), Cartilha do
Sistema Unlco de Saude, 1990 c Disponivel em: (http: //www. rebidia.org.br/
noticias/saude/nomen.html). Acesso em 08 de dez.2008.

. Portaria n. 930, de 27 de agosto del992. Expede
mstrugoes para o controle de infeccdo hospitalar. Diario Oficial da Uniédo,
Brasilia, p.12279-12281, 4 set. 1992. Secéo 1.

Coordenagéo de Controle de Infeccdo Hospitalar.
Processamento de Artigos e Superficies em Estabelecimentos de Saude. 22.
ed. Brasilia, 50p., 1994. Disponivel em: < www.anvisa.gov.br/
servicosaude/controle/processamento_artigos.pdf>. Acesso em: 10 dez. 2009.

Portaria n°® 2616, de 12 de maio de 1998. “Dispode sobre
a obrlgatorledade da manutencédo pelos hospitais do pais, de programa de
controle de infecgBes hospitalar. Diario Oficial da Unido da Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, 13 de mai 1998 Disponivel em:
<http://'wwwanvisagovbr/legis/portarias/2616_98htm> Acesso em: 15 dez 2009.

62


https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l8142.htm

: . Anuério Estatistico de Saude do Brasil Brasilia, 2001
a. Disponivel em: http://portalsaudegovbr/saude/aplicacoes/anuario
2001/indexcfm> Acesso em: 10 dez 20009.

Secretaria de Assisténcia a Saude. Coordenacéo-Geral
das Unldades Hospitalares Proprias do rio de Jasneiro- Orientacdes Gerais
para Central de Esterilizacdo Série A Normas e Manuais Técnicos Brasilia:
Ed MS, Brasilia, 2001b. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/orientacoes_gerais_central_esteriliz
acao_p2.pdf. Acesso em 27 mai 20009.

Manual Técnico do Cadastro Nacional de
Estabelemmentos de Saude — CNES - versdo 2, Brasilia, 05 mai 2006.
Disponivel em < http://cnes.datasus.gov.br/Mod_DownLoad_Fces2.asp >.
Acesso em: 16 mai. 2009.

Manual Técnico do Cadastro Nacional de
Estabelemmentos de Saude: versdo 2 Brasilia, 2006. Disponivel em
<http://cnesdatasusgovbr/ Mod_DownlLoad_Fces2asp> Acesso em: 16 mai
2010.

BRAOIOS, A. Estudo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) por técnicas genotipicas e fenotipicas. 2005. 102f. Tese (Doutorado
em Analises Clinicas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara.

BRAUNWALD, E. et al. Harrison Medicina Interna 15 ed Rio de Janeiro:
Mcgraw-Hill Interamericana do Brasil, 2002.

BRITES, C.; SILVA, N.; SAMPAIO-SA, M .Temporal evolution of the prevalence
of methicillin resistant Staphylococcus aureus in a tertiary hospital in Bahia,
Brazil: a nine-year evaluation study Braz J Infect Dis, v.10, .p 235-238, 2006.

BROOKS, S. et al. Reduction in vancomycinresistant Enterococcus and
Clostridium difficile infections following change to tympanic thermometers.
Infect Control Hosp Epidemiol, v.19, n. 5, p.333-6,1998.

BROWNE D. F. J.; BROWN, L. Evaluation of E-test, a novel method for
quantifying antimicrobial activity. J. Antimicrob. Chemother, v. 27, p.185-190,
1991.

BROWN, D. F. J. et al. Guidelines for the laboratory diagnosis and susceptibility
testing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). J Antim
Chemoth, v.56, p. 1000-1018, 2005.

BUSCH, U.; NITSCHKO, H. Methods for the differentiation of microorganisms. J

of Chromathy B: Biomedical Science and Applications, v.722, n.1-2, p .263-
278, 5 Febr, 1999.

63


http://portalsaudegovbr/saude/aplicacoes/anuario
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/orientacoes_gerais_central_esterilizacao_p2.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/orientacoes_gerais_central_esterilizacao_p2.pdf

CAFISO, V. et al. Presence of the ica operon in clinical isolates of
Staphylococcus epidermidis and its role in biofilm production. Clin Microbial
Infec, v. 10, p.1081-1088, 2004

CASEY, A.L.; LAMBERT, P.A.; ELLIOTT, T.S.J. Staphylococci Intern J of
Antimic Agents, v .29, p. 23-32, 2007.

CASSETTARI, V. C.; STRABELLI, T.; MEDEIROS, E. A. S. Staphylococcus
aureus Bacteremia: What is the Impact of Oxacilin Resistance on Mortality?
Braz J Infect Dis, v. 9, n.1, p. 770-6, 2005.

CASTRO, M. Bactérias multirresistentes In: COUTO, Renato C; PEDROSO,
Tania MG; NOGUEIRA, José Mauro Infeccdo hospitalar e outras
complicagcbes né&o infecciosas de doenca: epidemiologia, controle e
tratamento 3 ed Rio de Janeiro: MEDSI, p. 579-593, 2003.

CAVALCANTI, M. S. et al Prevalence of Staphylococcus aureus introduced into
intensive care units of a university hospital, Pernambuco, Brazil The Braz J of
Infec Dis, v.9, p.56-63, 2005.

CAVALCANTI, S. M. M. et al Estudo comparativo de Staphylococcus aureus
importado para as unidades de terapia intensiva de hospital universitario,
Pernambuco, Brasil Rev Bras de Epid, S&o Paulo, v. 9, p. 436-446, 2006.

CHAMBERS, H.F. et al. Low-Level Methicilin Resistance in Strains of
Staphylococcus aureus, Antim Agen Chemoth v. 33, n. 4, p. 424-428, Apr.
1989.

CHAMBERS, H.F. Methicillin resistance in staphylococci: molecular and
biochemical basis and clinical implications Clin Micro Reviews, v .10, n. 4, p.
781-791, Oct 1997.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2006. Performance
standards for antimicrobial disk susceptibility tests; approved standard , M2-A9,
9th ed. Clinical and Laboratory Standards Institute,Wayne, Pa.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2009a.
Performance Standards for antimicrobial disk susceptibility tests: approved
standard. M07-A8, 10 th ed. Clinical and Laboratory Standards Institute, Pa.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2009 b. Methods for
dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically:
approved standard. 8th ed. Clinical and Laboratory Standards Institute
Wayne, Pa.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2009c.
Performance Standards for antimicrobial susceptibility testing: nineteenth
informational supplement. M100-S20 Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne, Pa.

64



CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2010. Performance
standards for antimicrobial disk susceptibility testing; approved standard- 30 ed,
DocumenM100-S20, Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne,
Pa.

COIA, J. E. et al. Guidelines for the control and prevention of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in healthcare facilities. J Hosp Infect.
2006. 63 Suppl 1:S1-44.Review. Erratum in: J Hosp Infect., v.64, n.1, p.97-98,
2006.

COSGROVE, S.E.; CARROLL, K.C.; PERL, T.M. Staphylococcus aureus with
Reduced Susceptibility to Vancomycin. Clin Infect Dis, v.39, p. 539-45, 2004.

CORBELLA, X. et al. Staphylococcus aureus nasal carriage as a marker for
subsequent staphylococcal infections in intensive care unit patients Eur J Clin
Microbiol Infect Dis, v.16, p. 351-357, 1997.

COSTA, G, M, Da Mamite bovina em rebanhos leiteiros da regido sul do
estado de Minas Gerais, MG 2008 123 f Tese (Doutorado em Ciéncia Animal)
— Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte
2008.

CRUZ, E. D. A. et al. Deteccdo de Staphylococcus aureus na boca de
trabalhadores da limpeza hospitalar Rev Latino- Am Enferm, v19, n 1, p 1- 7,
jan-fev 2011.

CUI, L. et al. Novel mechanism of antibiotic resistance originating in
vancomycin-intermediate  Staphylococcus aureus. Antimicrob. Agents
Chemother., Washington, D.C., v. 50, no. 2, p. 428-438, 2006.

CUNHA, B. A. Antibiotic resistance Drugs of Today, v3.4, p .691-698, 1998.

CUNHA, M.L;R. S.; SINZATO, Y.K.; SILVEIRA, L. V. A. Comparison of methods
for the identification of coagulase-negative Staphylococci. Mem Inst O Cruz, v.
99, n. 8. Rio de Janeiro, 2004.

CUSTODIO, J. et al. Avaliacdo microbiol6gica das maos de profissionais da
saude de um hospital particular em Itumbiara, Goias. Rev de Cién Méd, v.8,
n.l, p.7-11 Campinas, 2009 Disponivel em: <htpp//wwwprimary-
pluscom//2009/12/biofilmjpg> Acesso em: 25 nov 2010.

DE LENCASTRE, H. S. A., Multiple mechanisms of methicillin-resistance and
improved methods for detection in clinical isolates of S aureus. Antimic Agen
Chemother, v. 35, p .632-639, 1991.

EGIDO, M.; BARROS, M. L. Preliminary study of community-acquired

Staphylococcus aureus infection in Manaus Hospital, Amazonas Region, Brazil.
Rev Soc Bras Med Trop, v.36, p .707-709, 2003.

65



ETM. Etest® Technical Manual. 2008. Disponivel em:
<www.abbiodisk.com/pdf/etm_index.htm>. Acesso em: 10 dez. 2009.

FERNANDEZ, G. M. et al. Staphylococcus methicillin resistance: fine focus on
folds and functions FEMS Microbio Letters Amsterdam, v.235, n.1, p. 1-8, Jun
2004.

FERREIRA, W. A.; AVILA, M. L. S. Diagnoéstico laboratorial das principais
doencgas infecciosas e autoimunes. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
1996.

FERREIRA, W. A. et al. Prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilina
resistente (MRSA) em pacientes atendidos em Ambulatério de Dermatologia
Geral em Manaus-Amazonas,Brasil. Rev. patol. trop;38(2):83-92, abr.-jun.
2009.

FONTANA, R. T. As infec¢cbes hospitalares e a evolucdo histérica das
infeccbes. Rev. Bras. Enf., v.59, n. 5, p. 703-6, set-out 2006.

FONSECA, D. A.C. (2005). Dissertacao de mestrado. Staphylococcus aureus
resistente a Oxacilina em Montes Claros-MG: Caracterizacao
Microbiolégica e Epidemioldgica. Universidade Federal de Sao Paulo,
Escola Paulista de Medicina.

FRANCO, B. D. G. M.; LANDGRAFF, M. Microbiol dos Alim Sao Paulo:
Atheneu, 2000.

FRAZIER, W. C.; WESHOFF, D. C. Microbiol de los Alim 4 ed Zaragosa:
Editorial Acribia, 2000.

FREITAS, M. F. L. et al. Exotoxinas Estafilococicas, Cién Vet Trép, Recife, v.7,
p. 63-74, 2004.

FRIDKIN, S. K. et al. The effect of vancomycin and third genetation
cephalosporins on prevalence of vancomycin resistant enterococci in 126 US
adult ICU. Annals of Internal Medicine, Philadelphia, v.135, n.3, p.175-183,
2001.

GARCIA, A. M. et al Uso nasal de la mupirocina para Staphylococcus aureus:
efecto en portadores y en infecciones nosocomiales Rev Biom, Bocotd, v.23,
n2, p .173-179, Jun 2003.

GEHA, D. J. et al. Multiplex PCR for Identification of Methicillin-Resistant
Staphylococci in the Clinical Laboratory J Clin Microbiol, Washington, DC, v.
32,n.7,p.1768-1772, 1994.

GILLIGAN, K.; SHIPLEY, M.; STILES, B.; HADFIELD, T.L.; IBRAHIM, M.S.

Identification of Staphylococcus aureus enterotoxins A and B genes by PCR-
ELISA. Molecular and Cellular Probes, v.14, p. 71-78, 2000.

66



GOH, S. H. et al. Molecular typing of Staphylococcus aureus on the basis of
coagulase polymorphism J Clin Microbiol, v .30, p. 1642-1645, 1992.

GOMES, M. Z. ; OLIVEIRA, L. A. Infeccdo Estafilocécica In: LOPES, A C (Ed)
Tratado de Clinica Médica, v.3, Sdo Paulo: Roca Ltda, p .3974-3995, 2006.

GULER, L. et al. Antimicrobial susceptibility and coagulase gene typing of
Staphylococcus aureus isolated from bovine clinical mastitis cases in Turkey J
Dairy Scie, v.88, n.9, p.3149-3154, 2005.

GURTLER, V.; STANISICH, V.A. New approaches to typing and identification of
bacteria using the 16S-23S spacer region. Microbiol, Reading, v.142, p.3-16,
1996.

HACKBARTH, C. J.; CHAMBERS, H F Methicillin-resistant staphylococci:
genetics and mechanisms of resistance. Antimicrob Agents Chemother, v.
33, p. 991-994, 1989.

HARTLEIB, J. et al. Protein A is the von Willebrand factor binding protein
onStaphylococcus aureus Blood, v .96, p.2149-2156, 2000.

HOOKEY, J. V.; RICHARDSON, J. F.; COOKSON, B. D. Molecular typing of
Staphylococcus aureus based on PCR restriction fragment length
polymorphism and DNA sequences analysis of the coagulase gene J Clin
Microbiol, v .36, p .1083-1089, 1998.

HUNT, C. et al. Four pediatric deaths from community acquired methicillin-
resistant Staphylococcus aureus Minnesota and North Dakota, 1997-1999
MMWR, v.48, p.707-710, 1999.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE) -
Sinopse do XIl Censo Demografico — 2010. Rio de Janeiro. Disponivel em:
http://mwww.cens02010.ibge.gov.br/resultados_do_censo02010.php. Acesso em
30 de abril de 2011.

ITO, T.; UDAKA, N.; OKUDELA, K. Mechanisms of neuroendocrine
differentiation in pulmonary neuroendocrine cells and small cell carcinoma.
Endocrine Pathol, v.14, n.2, p.133-139. 2003;

ITO, T. et al. Novel type V staphylococcal cassette chromosome mec driven by
a novel cassette chromosome recombinase, ccrC Antimicrob Agents
Chemother, v .48, p.2637-2651, 2004.

JAY, J. M.. Microbiologia dos Alimentos. Porto Alegre: Artmed, 2005.

JAWETZ, E.; MELNICK, J. L.; ADELBERG, E. A. Microbiologia Médica, 21 ed
Rio de Janeiro: Guanabara - Koogan, 2000.

JORSENSEN, J. H. Selection criteria for na antimicrobial susceptibility testing
system J Clin Microbiol,v. 31, n.11, p. 2841-4, 1993.

67


http://www.censo2010.ibge.gov.br/resultados_do_censo2010.php

KAISER, T. D. L. et al. Avaliagdo de métodos comumente usasdos em
laboratorios para a determinacédo da susceptibilidade a oxacilina entre amostras
de Staphylococcus sp, isoladas de um hospital de Vitéria, estado do espirito
Santo Rev Soc Bras Meéd Tropical, v .43, n .3, p. 298-303, mai-jun, 2010.

KALIL, E. M.; COSTA, A. J. F. Desinfeccéo e Esterilizacdo Acta Ort Bras v. 2,
n .4, p 1-4, out-dez 1994.

KANEMITSU, K. et al. Relatedness between the coagulase gene 3’-end region
and coagulase serotypes among Staphylococcus aureus strains. Microbiol
and Immun, v. 45, n. 1, p. 23-27, 2001.

KAPUR, V. et al. Molecular population genetic analysis of Staphylococcus
aureus recovered from cows J Clin Microbiol, Washington, v.33, p.376-380,
1995.

KARCHMER, A. W. From Theory to Practice: Resistance in Staphylococcus
aureus and New Treatments, Clin Microbiol Infect, v.12, supp 18, p. 15-21,
Dec-2006.

KLOSS, W. E.; LAMBE, J. R. Staphylococcus In: BALOWS, A Manual of Clin
Microbiol, 5 ed Washington: American Society for Microbiology, 1991.

KLUYTMANS-VANDEN BERGH, M. F. Q.; KLUYTMANS, J. A. J. W,
Communityacquired Methicillin-resistant Staphylococcus aureus: Current
Perspectives. Clin Microbiol Infect , v.12, p.9 — 15 ( Suppl. 1), 2006.

KOBAYASHI, H. et al. Improving clinical significance of PCR: use of propidium
monoazide to distinguish viable from dead Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis J Orthop Res, v .27, p.1243-1247, 2009.

KONDO, Y. et al. Combination of multiplex PCRs for staphylococcal cassette
chromosome mec type assignment: rapid identification system for mec, ccr, and
major differences in junkyard regions. Antimicrob Agents Chemother, v. 51,
p.264-27, 2007.

KONEMAN, E. W. et al. Cocos Gram-Positivos: Parte |. estafilococos e
microrganismos relacionados. In: . Diagndstico microbioldgico: texto e
atlas colorido. 5. ed. Rio de Janeiro: Medsi, p. 551- 588, 2001.

KONEMAN, E. W.; et al. Diagnéstico microbiolégico 6ed Rio de Janeiro Ed
Guanabara Koogan, 2008.

KOROLKOVAS, A.; BURCKHALTER, J. H. Quimica Farmacéutica. Rio de
Janeiro, Guanabara Koogan, 1982. p.575-617.

KOSTMAN, J. R. et al. A universal approach to bacterial molecular

epidemiology by polymerase chain reaction ribotyping The J Infec Dis,
Chicago, v. 171, p.. 204-298, 1995.

68



LACHICA, R. V. F; HOEPRICE, P D; RIEMANN, H P Tolerance of
staphylococcal thermonuclease to stress App Microbiol, Washington, v. 23,
p.994-997, 1972.

LANCETTE, G. A.; TATINI, S.R. Staphylococcus aureus In: AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods 3 ed Washington, DC, Cap33, p.533-
550, 1992.

LANGE, C. et al. Molecular subtyping of Staphylococcus aureus isolates from
cases of bovine mastitis in Brazil, Vet Microbiol , Amsterdam, v.67, p.127-141,
1999.

LAWRENCE, C. et al. Use of the coagulase gene typing method for detection
ofcarriers methicillin-resistant Staphylococcus aureus J Antimic Chemoth,
London, v. 37, p .687-696, 1996.

LECLERCQ, R. et al. Plasmid-mediated resistance to vancomycin and
teichoplanin in Enterococcus faecalis. N Engl J Med, v.319, p.157-159, 1988.

LECLERCQ, R. Mechanisms of resistance to macrolides and lincosamides:
Nature of the resistance elements and their clinical implications. Clin. Infect.
Dis., v. 34, p.482-492, 2002.

LEE, J. H. et al. Evalution of the Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) — Screen Latex Agglutination Test for Detection of MRSA of animal
Origin. J Clin Microbiol, South Korea, v.42, n.6, p. 2780-2782, 2004.

LENCELOTTI, M. Estudo Epidemiolégico de Staphylococcus spp em
Ambientes, Agua e Portadores sadios e determinacio da sensibilidade a
Antimicrobianos, 2006. Tese (Doutorado em Microbiologia Agropecuaria) —
UNESP,Campus de Jaboticabal, JABOTICABAL — SP, 2006.

LIVERMORE, D. M. Antibiotic resistant in staphylococci Int J Antimic Agents,
v. 16, p. S3-S10, 2000.

LOUREIRO, M. M. et al. Molecular Epidemiology of Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus Isolated from Newborns in a Hospital in Rio de Janeiro,
Brazil Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 95, p.777-782, 2000.

LOWRY, F. D. Staphylococcus aureus infections, N Engl J Med, v. 339, p. 520-
532, 1998.

LOWY, F. D. Antimicrobial resistance: the example of Staphylococcus aureus.
Division of Infectious Diseases, Departments of Medicine and Pathology,
Columbia University, College of Physicians and Surgeons, New York, USA. J
Clin Invest, v.111, p.1265-1273, 2003.

LUTZ, L. et al. Clinical failure of vancomycin treatment of Staphylococcus

aureus infection in a tertiary care hospital in southern Brazil. Braz J Infect Dis,
V. 7,n .3, p.224-8, 2003.

69



LUONG, T. T.; LEE, C. Y. Overproduction of Type 8 Capsular Polysaccharide
Augments Staphylococcus aureus Virulence. Infec and Immunity, v. 70, n. 7,
p. 3389-3395, July 2002.

McDOUGAL, L. K. et al. Pulsed-Field Gel Electrophoresis Typing of Oxacillin-
Resistant Staphylococcus aureus Isolates from the United States: Establishing
a National Database. J C M, v.41, n.11, p. 5113-5120, nov, 2003.

MADIGAN, M.T.; MARTINKO, J.M.; PARKER, J., J Biol Micro 8 ed New
Jersey: Prentice-Hall, 1997.

MALORNY, B. et al. Standardization of diagnostic PCR for the detection of
foodborne pathogens. International Journal of Food Microbiology, v. 83, p.
39-48. 2003.

MALUF, M. E. Z. et al. Stethoscope: a friend or an enemy? S&o Paulo Med J,
v.120, n. 1, p.13-15, 2002.

MAMIZUKA, E. M.; OLIVEIRA, G. A. Isolamento de cepas de Staphylococcus
aureus com sensibilidade reduzida a vancomicina em hospital brasileiro. Rev.
Pharm. Bras., Brasilia, DF, ano. 3, p. 7-8, 2000.

MARINELLA, M. A., PIERSON, C.M., CHENOWETH, C. The stethoscope: a
potential source of nosocomial infection. Arch Intern Medic, v. 157, p.786-790,
1997.

MARTINEZ, T. C. N. Caracterizacdo de Staphylococcus sp isolados de
processos infecciosos de caninos utilizando plasmas de diferentes espécies
animais. Rev Bras Saude Prod An, v.1, n. 2, p. 48-53, 2001.

MENDOZA, M. et al. Identification of Staphyloccus species by 16S-23S rDNA
intergenic spacer PCR analysis. Intern J System Bacteriol Washington, v.48,
p. 1049-1055, 1998.

MENEGOTTO, F. R.; PICOLI, S. V. Staphylococcus aureus oxacilina resistente
(MRSA): incidéncia de cepas adquiridas na comunidade (CA-MRSA) e
importancia da pesquisa e descoloniza¢cdo em hospital. Rev Bras Anal Clin,
Rio de Janeiro, v. 39, n.2, p.147-150, 2007.

METAN, G.; ZARAKOLU, P.; UNAL, S.Rapid detection of antibacterial
resistance in emerging Gram-positive cocci. J. Hosp.Infect., v. 61, p. 93-99,
2005.

MIMICA, M. J; MENDES, C. M. F. Diagnéstico laboratorial da resisténcia a
oxacilina em Staphylococcus aureus. J. Bras. Patol. Lab., Rio de Janeiro, v.
43, n. 6, p. 399-406, 2007.

MITANI, N. et al. Molecular typing of methicillin-resistant Staphylococcus

aureus by PCR-RFLP andits usefulness in an epidemiological study of an
outbreak, J Infect Dis, v.58, n.4, p.250-2, Aug 2005.

70



MOHANASOUNDARAM, K. M.; LALITHA, M. K. Comparaison of phenotypic
versus genotypic methods in the detection of methicillin resistance in
Staphylococcus aureus. Ind J Med Res, v.27, n.1, p.78-84, 2008.

MOORE, D O Nariz In: Anatomia orientada para a clinica 4 ed, Rio de
Janeiro: Guanabara-Koogan, 2001 p. 684-692.

MOREL, V. Microbiology’s scaned revolutionary. Science, Washington,v. 51, p.
221-271, 1987.

MORK, T. et al. Comparison of Staphylococcus aureus genotypes
recoveredfrom cases of bovine, ovine and caprine mastitis J Clin Microbiol, v.
43, p .3979-3984, 2005.

MOREIRA, M. Avaliacao da aplicacdo de medida de prevencao e controle
para infeccbes por Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina em
Unidade de Terapia Intensiva 2000. Tese (Doutorado em Doengas
Infecciosas e Parasitarias) — Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2000.

MORVAN, A. et al. Contribution of a typing meted based on 1S256 probing of
Smaldigested cellular DNA to discrimination of European phage type 77
methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains J Clin  Microbiol,
Washington, v. 35, n. 6, p .1415-1423, 1997.

MULLIGAN, M.E. et al. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus: a
consensus review of the microbiology, pathogenesis, and epidemiology with
implications for prevention and management Am J Med, v.94, n.3, p.313-328,
Mar 1993.

MURAKAMI, K. et al. Identification of methicillinresistant strains of staphylococci
by polymerase chain reaction J. Clin. Microbiol., v. 29, n. 10, p.2240 — 2244,
1991.

MURRAY, P. R. et al. Staphylococcus e microrganismos correlatos In:
Microbiologia médica 4 ed Rio de Janeiro: Ed Guanabara-Koogan, 2004 p
.188-201.

NADA, T. Comparison of DNA fingerprinting by PFGE and PCR-RFLP of the
coagulase gene to distinguish MRSA isolates J Hosp Infect, v. 32, p .305-307,
1996.

NEDER, R. N. Microbiologia: manual de laboratorio Sdo Paulo: Ed Nobel,
1992.

NETTO DOS SANTOS, K. R. et al. Emergence of high-level mupirocin

resistance in methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolated from Brazilian
university hospitals. Infect Control Hosp Epidemiol. v.17, n.12, p.813-6,1996.

71



NEVES, M. C. et al. Deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana em
cromossomos e plasmideos de Staphylococcus spp Arquiv Instit Biol, Sdo
Paulo, v.74, n. 3, p. 207-213, 2007.

NICOLA, F. G. et al, Characterization of Erytromycin-Resistant Isolate of
Staphylococcus aureus Recovered in the United States from 1958 to 1969.
Antim Agents Chemot, v.42, p. 3024 — 3027, 1998.

NOVAK, F. R. Ocorréncia de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina em leite humano ordenhado, 1999 Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Instituto de Microbiologia Prof Paulo de Goes, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 1999.

NOVICK, R.P. Pathogenicity factors and their regulation In: GRAM Positive
Pathogens Washington: ASM Press, p. 392-407, 2000.

OLIVEIRA, G. A. et al. Avaliacdo da tolerancia a vancomicina em 365 cepas
hospitalares de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina J Bras Patol, v.
37,n .4, p. 239-46, 2001.

OLIVEIRA, A. C. et al. Nosocomial infections and resistance microbian in
Intensive Care Unit of a University Hospital An epidemiological studyOnline
Braz J Nurs, v.5, n.2, 2006. Disponivel
http://wwwuffbr/objnursing/indexphp/nursing/article/viewArticle/837/208.

OLIVEIRA, A. D. D. et al. Laboratory detection for methicillin resistance in
coagulase negative Staphylococcus isolated from ophthalmic infections Arq
Bras Oftal, v L70, pL 667-675, 2007.

OLIVEIRA, D. G. M. et al. Avaliacao da higiene das maos na perspectiva
Microbioldgica. Rev Panam Infectol, v.12, n.3, p. 28-32, 2010.

OTTER J. A. et al. Identification and control of an outbreak of ciprofloxacin-
susceptible MRSA -15 on a neonatal unit. J Hosp Infect. v. 67, n.3, p.232-9,
2007.

PACE, N. R.; OLSEN, G.J.; WOESE, C. R. Ribosomal RNA phylogeny and the
primary lines of evolutionary descent, Cell, v45, p325- 326, 1986.

PATEL, M et al. Prevalence of inducible clindamycin resistance among
community- and hospital-associated Staphylococcus aureusisolates J. Clin.
Microbiol., v. 43, n. 7, p. 2481-2484, 2006.

PERL, T. M. et al. Intranasal mupirocin to prevent postoperative
Staphylococcus aureus infections New Eng J Medicine, Boston, v .346, n. 24,
p. 1871-1877, 2002.

PREFEITURA DO RIO DE JANEIRO. Portal da Subprefeitura da Barra e

Jacarepagua, 2010. Disponivel em http://www.rio.rj.gov.br/web/sbj/. Acesso em 18
de novembro de 2010.

72


http://www.uff.br/objnursing/index.php/nursing/article/viewArticle/837/208
http://www.rio.rj.gov.br/web/sbj/

PROJAN, S; NOVICK, R. The molecular basis of pathogenicity In: CROSSLEY,
K B; ARCHER, G L (Ed). The Staphylococci in Human Disease New York:
Churchill Livingstone, 1997 p. 55-81.

RANGEL, E. Avaliacdo das culturas de secrecdes do laboratério do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB)-DF e do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, de outubro/93 a margo/94. Rev Socied Bras de Med Trop,
v.28, supl 1, p.263, 1995.

RASOOLY, A.; RASOOLY, R. Detection and analysis of Staphylococcal
enterotoxin A in fodd by Western immunoblotting. Inter J F Microbiol., v.41,
p.205-212, 1998.

REIMER, L. G.; CARROL, K.C. Procedures for the storage of microorganisms
In: P R Murray (Ed). Manual of Clinical Microbiology, Eighth Edition
Washington, DC: ASM Press, v.1, p.67-73, 2003.

RIBEIRO, M. C.; SOARES, M. M. S. R. Microbiologia Pratica: roteiro e
manual Sao Paulo: Atheneu, 1993.

RICARDO, S. B. Emergéncia de S aureus Meticilina-Resistente (MRSA) na
Comunidade Préatica Hospitalar, Sdo Paulo, n. 34, p. 131-134, 2004.

RODRIGUES, A. M. S. B. Artigos Meédicos: Veiculos Passiveis de
Transmissdo de Staphylococcus aureus as Gestantes no Atendimento
Basico de Saude, 2009. Monografia (Especializacdo em Vigilancia Sanitaria) —
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde Fundagdo Oswaldo
Cruz Rio de Janeiro, 2009.

ROSA, J. O. Deteccédo de gene mecA em estafilococos coagulase negativa
resistentes a oxacilina isolados da saliva de profissionais da satde de um
Hospital Universitario 2008 Dissertacdo -(Mestrado) Universidade Federal de
GoiasGoiania 2008.

ROSA, AW. Caracterizacdo Fenotipica e Tipagem Molecular de MRSA
Isolados na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana 2009. Dissertacdo (Mestrado) em
Microbiologia Parasitologia e Patologia. Universidade Federal do Parana.
Curitiba.

ROSEC, J. P.; GIGAUD, O Staphylococcal enterotoxin genes of classical and
new types detected by PCR in France, Intern J Food Microbiol, Amsterdam, v.
77,n.12, p.61-70, Jan-Fev, 2002.

ROSSI, F.; ANDREASSI, D. B. Resisténcia bacteriana Interpretando o
Antibiograma S&o Paulo, Atheneu, 2005.

RUTALA, W. A.; WEBER, D. J. Guideline for Disinfection and Sterilization in
Healthcare Facilities. Chapel Hill/North Carolina: The Healthcare Infection

73



Control Practices Advisory Committee (HICPAC)/ University of North Carolina
School of Medicine,2008.

RYFFEL, C. et al. Sequence comparison of mecA genes isolated from
methicillin-resistant Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis
GENE, v.94, p.137-=138, 1990.

SAID-SALIM, B.; MATHEMA, B.; KREISWIRTH, B.N. Community-acquired
methicillin-resistant Staphylococcus aureus: an emerging pathogen. Infect.
Control Hosp. Epidemiol., v.24, p. 451-455, 2003.

SANTOS, A. L. et al. Staphylococcus aureus: visistnado uma cepa de
importancia hospitalar In: MURRAY, P, R et al JBras Patol Med Lab, v.43, n.
6, p. 413-423, dez-2007.

SANTOS, B. M O. Monitoramento da colonizacdo pelo Staphylococcus aureus
em alunos de um curso de auxiliar de enfermagem durante formacéo
profissional. Rev. Latino-Am. Enfermagem, Ribeirdo Preto, v. 8, n. 1, p. 67-73,
2000.

SANTOS, B. M. O; DARINI, A. L. C. Colonizacéo por Staphylococcus aureus
em portadores sdo relacionados de uma creche de Hospital Universitario.
Medicina, Ribeir&do Preto, v. 35, p.160-172, 2002.

SANTOS - FILHO, L.; FREITAS, F. I. S.; SIQUEIRA, J.R. J. P. Evolution of
drug-resistance in Staphylococcus aureus from a brazilian university hospital
Folha Médica, Rio de Janeiro, v.108, p.101- 103 1994.

SANTOS, F. G. B. et al. Tipagem molecular de Staphylococcus aureus isolados
do leite de vacas com mastite subclinica e equipamentos de ordenha
procedentes do estado de Pernambuco. Rev Nap, S&o Paulo, v. 6, p. 19-23,
2003.

SANTOS, N. Q. Infeccdo hospitalar uma reflexdo histérico-critica.
Florianépolis: UFSC, 1997.

SAUNDERS, J. R. Genetics and evolution of antibiotic resistance Brit Medic
Bull, v.40, p. 54-60, 1984.

SCHABRUN, S.; CHIPCHASE, L. Healthcare equipment as a source of
nosocomial infection: a systematica review J Hosp Infect, v .63, n.3, p. 239-45,
jul 2006.

SCHECHTER, M.; MARANGONI, D V Doencas infecciosas: conduta,
diagnéstico e terapéutica 2 ed Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1998.

SILVA, E. C. B. F. et al. Staphylococcus aureus: aspectos biolégicos e

patogénicos.Anais Fac. Med. Univ. Fed. Pernamb., Recife, v.52, n.2, p. 168-
171, 2007a.

74



SILVA NETO, R. S. et al. Estudo de microrganismos multirresistentes, segundo
antibioticos-indice, no Hospital Getulio Vargas, de agosto de 1996 a abril de
1998 — Teresina, Pi, Braz J Infec Dis, v. 3, supl 2, p. S80, 1999.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.CA, SILVEIRA, N.F.A.
Manual de métodos de analise microbiolégica de alimentos. 3 ed.,Sao
Paulo, Varella, cap. 6, 2007b.

SINGH et al. Bacterial contamination of hospital pagers. Infect Control Hosp
Epidemiol, v.23, n.5, p.274-6, 2002.

SHARMA, N. K.; REES, C. E. D; DODD, C. E. R. Development of a single-
reaction multiplex PCR toxin typing assay for Staphylococcus aureus strains.
Appl and Envir Microbiol, v.66, p.1347-1353, 2000.

SOEJIMA, T. et al. Comparison between ultrafiltration and trichloroacetic acid
precipitation method for concentration of Staphylococcus aureus enterotoxin in
dairy samples. Inter J of F Microbiol. v.93, p.185-194, 2004.

SOUZA, K. M. C.; OLIVEIRA, L. A.; RIBEIRO, E. L. Susceptibilidade
antimicrobiana em um Hospital Universitario. Rev Soc Bras Med Tropical,
v.31, supl 1, p .205, 1998.

SOUZA, M. V.; REIS, C.; PIMENTA, F. C. Revisado sobre a aquisi¢cao gradual
de resisténcia de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos Rev Patol Trop
Goiania, v.34, n. 1, p. 27-36, 2008.

SPAULDING, E. H. Chemical disinfection of medical and surgical materials In:
BLOCK, S. S. Disinfection, sterilization and preservation Philadelphia: Lea
Fabiger, 1968, p. 517-553.

SPERBER, W. H.; TATINI, S. R. Interpretation of the Tube Coagulase Test for
Identification of Staphylococcus aureus, Appl Environ Microbiol, v29, n4, p
502-505, Apr 1975.

SPIANDORELLO, W, P, Resisténcia do Staphylococcus aureus a oxacilina em
Hospital de Caxias do Sul AMRIGS, v.44, p. 120-125, 2000.

SUASSUNA, I. Nocdes gerais e incidéncia da resisténcia bacteriana In:
GOMES, A.J. (Ed) SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE RESISTENCIA
BACTERIANA E INFECQOES MISTAS, Sao Paulo, 1982 Anais Sao Paulo,
Unipress, 1983.

SUZUKI, E. et al. Distribution of mec regulator genes in methicillin - resistant
Staphylococcus clinical strains. Antimic Agen Chemother, Washington, v.37,
n.6, p.1219-1226, Jun. 1993.

STRUELENS, M. Molecular typing tool: a key for the surveillance and control of
nosocomial infection. Curr Opin Infect Dis, v.15, p. 383-385, 2002.

75



SYKES, A. et al. An investigation of the microbiological contamination of
ultrasound equipment. British J Infec Control, v. 7, n.4, August 2006

TAMMELIN, A. et al. Nasal and hand carriage of Staphylococcus aureus in staff
at a department for thoracic and cardiocascular surgery: endogenous or
exogenous source? Infect Control Hosp Epidemiol, Chicago, v.24, n .686-
689, Sept 2003.

TANAKA, M. et al. Organization of the mouse ghrelin gene and promoter:
occurrence of a short noncoding first exon. Endocrinol, v. 142, p .3697-3700,
2001.

TEIXEIRA, L. A. et al. Geographic spread of epidemic multiresistant
Staphylococcus aureus clone in Brazil J Clin Microbiol v.33, n.9, p.400-404,
Sept 1995.

TENOVER, F. C. et al. Comparison of traditional and molecular methods of
typing isolates of Staphylococcus aureus. J Microbiol, Washington, v.32,
p.407, 1994,

TENOVER, F. C. et al. vancomycin-resistant Staphylococcus aureus Isolate
from a Paciente Pennsylvania. Antimic agents and Chemoter, v.48., n.1,
p.275-80, 2004.

TERASAWA, L. B. Caracterizagdo da resisténcia a oxacilina em
estafilococos coagulase negativa isolados no Hospital de Clinicas de
Curitiba — Parana Dissertacdo de mestrado, Curitiba, 2006.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Bactérias In: Microbiologia 8
ed,Porto Alegre: Artmed, 2005.

TRABULSI, L.R. et al. Microbiologia — 3.ed. S&do Paulo: Atheneu, 2002.

TRABULSI, L. R.; TEIXEIRA, L. M.; BUERIS, V. Staphylococcus aureus. In:
TRABULSI, L.R.; ALTERTHUM, F. Microbiologia. 4 ed. Sdo Paulo: Editora
Atheneu, p. 175-182,2004.

TUCKER, P. W.; HAZEN, E. E. JR.; COTTON, F; A. Staphylococcal nuclease
reviewed: Aprototypic study in contemporary enzymology | Isolation, physical
and enzymaticproperties Mol Cell Biochem, v.22, p. 67-77, 1978.

UTHIDA -TANAKA, A. M. Carriage of Staphylococcus aureus in the nose on the
skin of patients without pyogenic dermatosis Dermatoldgica, v.146, p. 65-8,
1973.

Van BELKUM, A. et al. Genetic homogeneity among methicillin-resistant

Staphylococcus aureus strains from Saudi Arabia Microb Drug Resist, v .3, p
365-369, 1997.

76



VANDAMME, P. P. B. et al Polyphasic taxonomy a consensus approach to
bacterial systematic. Rev Microbial, v. 60, p .407-438, 1996.

VANNUFFEL, P. et al. Especific detection of methicillin-resistant
Staphylococcus species by multiplex PCR J Clin Microbiol, v. 33, p. 2864-
2867, 1995.

VANUFFEL, P.; HEUSTERSPREUTE, M.; BOYER, M. et al Molecular
characterization  of femA from  Staphylococcus hominis and
Staphylococcussaprophyticus, and femA- based discrimination  of
Staphylococcal species. Resear Microbiol, Paris, v.150, n. 2, p.129-141, 1999.

VELAZQUEZ-MEZA, M. E. Staphylococcus aureus methicillin-resistant:
emergence and dissemination. Salud Pub de México, v .47, p. 381-7, 2005.

VERONESI, R.; FOCACCIA, R. Tratado de Infectologia 2 ed, Sédo Paulo:
Atheneu, 1996.

VIEIRA- DA- MOTTA, O., FOLLY, M. M.; SAKYIAMA, C. C. H. Detection of
different Staphylococcus aureus strains bovine milk from subclinical mastitis
using PCR and routine techniques Braz J Microbiol, S&o Paulo, v. 32, p .27-
31, 2001.

VILA, M.M.D.C. et al. Analytical methods for vancomycin determination in
biological fluids and in pharmaceuticals. Quimica Nova, v.30, n.2, p.395-399,
2007.

VILLAMIL, A. S. et al. Los manguitos del esfigmomandémetro son recervorio de
bacterias potencialmente patdgenas Rev Argen Cardiol v.72, n. 1, p.9-13, jan-
fev, 2004.

XAVIER, M. S.; UENO, M. Contaminacdo bacteriana de estetoscopios das
unidades de pediatria em um hospital universitario Rev Soc Bras Med
Tropical, v. 42, n.2, p.217-218, mar-abr, 2009.

YORK, M.K. Aerobic Bacteriology In: H D Isenberg (Ed) Clinical Microbiology
Procedures Handbook, Second Ed Washington, DC: ASM Press, v.1, p.311 —
31821, 2004.

ZAVADINACK NETTO, M. et al. Staphylococcus aureus: incidéncia e
resisténcia antimicrobiana em abscessos cutaneos de origem comunitaria Acta
Sci, v.23, n.3, p. 709-712, jun 2001.

ZER, Y. et al. Investigation of nasal colonization of health care workers by
methicillin-resistant Staphylococcus aureus with using new generation real-time
PCR assay: Discussing of risks. African J Biotechnol, v. 8, n .2, p. 5531-5535,
19 October 2009.

77



WATANABE, S. et al. Structural comparison of ten serotypes of
staphylocoagulases in Staphylococcus aureus. J Bacteriol, v. 187, n.11, p.
3698-3707, 2005

WATSUKI, K. et al. Staphylococcal cutaneous infections: invasion, evasion and
aggression. J Dermatol Sci, v.42, p. 203-14, 2006.

WERTHEIM, H. F.; VOS, M. C. Can mupirocin prevent methicillinresistant
Staphylococcus aureus infections? Crit Care, v. 9, n.3,p.257-8, 2005.

WOESE, C. R. Bacterial evolution. Microbiol - Reviews, Washington, v.51, p.
221-271, 1987.

78



APENDICE I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituicdo: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — Fiocruz

Projeto de Pesquisa: Deteccdo, caracterizagdo molecular e avaliagao
epidemioldgica de isolados de Staphylococcus aureus em artigos médicos e
profissionais de saude no Atendimento Basico de Saude

Eu, , declaro que
participei voluntariamente do presente projeto que tem por objetivo analisar
material coletado da superficie das maos e da mucosa da cavidade nasal dos
profissionais de saude que trabalham na clinica de pré-natal, bem como das
superficies dos artigos médicos nédo criticos utilizados no atendimento de
gestantes do Centro Municipal de Saude, Rio de Janeiro, RJ Para isso, fui
informado (a) que as amostras coletadas serdo enviadas a Fundagdo Oswaldo
Cruz — INCQS, para o desenvolvimento desse trabalho. Os desconfortos
decorrentes da coleta nasal e das méos fazem parte da rotina necessaria para
o diagndstico laboratorial de portadores assintométicos da bactéria S. aureus.
Estou ciente de que o procedimento empregado para esse estudo, nao
acarreta riscos a minha saude. O pesquisador responsavel colocou-se a
disposicéo para responder quaisquer perguntas a respeito desse estudo. Minha
participacdo nesse estudo é inteiramente voluntaria e sou livre para recusar a
participar da referida pesquisa, ou me retirar em qualquer fase da mesma, sem
dano para o meu diagndstico e tratamento caso necessario. Sera garantida a
confidencialidade das informag0es analisadas.

Recebi uma cépia deste Termo de Consentimento e pela presente consinto
minha participagao, permitindo os procedimentos acima descritos.

Assinatura do voluntario
RG:

Pesquisador responsavel:
RG:

Telefones para contato:

21- 3865-5236 (LabMicrRef INCQS)

SMS/RJ — Comité de Etica em Pesquisa - Rua Afonso Cavalcanti 455 sala 701
Tel: 2503-2024

Local e data:
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APENDICE II: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicdo: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — Fiocruz

Projeto de Pesquisa: Deteccdo, caracterizagdo molecular e avaliagao
epidemioldgica de isolados de Staphylococcus aureus em artigos médicos e
profissionais de saude no Atendimento Basico de Saude

Eu, , declaro que
participei voluntariamente do presente projeto que tem por objetivo analisar
material coletado da superficie das méos e da mucosa da cavidade nasal dos
profissionais de saude que trabalham na clinica de pré-natal, bem como das
superficies dos artigos médicos nao criticos utilizados no atendimento de
gestantes do Posto Municipal de Saude, Rio de Janeiro, RJ. Para isso, fui
informado (a) que as amostras coletadas serdo enviadas a Fundacdo Oswaldo
Cruz — INCQS, para o desenvolvimento desse trabalho. Os desconfortos
decorrentes da coleta nasal e das maos fazem parte da rotina necesséria para
o diagndstico laboratorial de portadores assintomaticos da bactéria S. aureus.
Estou ciente de que o procedimento empregado para esse estudo, nao
acarreta riscos a minha saude. O pesquisador responsavel colocou-se a
disposicéo para responder quaisquer perguntas a respeito desse estudo. Minha
participacdo nesse estudo é inteiramente voluntaria e sou livre para recusar a
participar da referida pesquisa, ou me retirar em qualquer fase da mesma, sem
danos para o meu diagnéstico e tratamento caso necessarios. Sera garantida a
confidencialidade das informacdes analisadas

Recebi uma coOpia deste Termo de Consentimento e pela presente consinto
minha participacdo, permitindo os procedimentos acima descritos.

Assinatura do voluntario
RG:

Pesquisador responsavel:
RG:

Telefones para contato:

21- 3865-5236 (LabMicrRef INCQS)

SMS/RJ — Comité de Etica em Pesquisa - Rua Afonso Cavalcanti 455 sala 701
Tel: 2503-2024

Local e data:
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ANEXO |: PARECER COMITE DE ETICA

Saude e Defesa Civil - RJ, referente ao Centro Municipal de Saude Jorge

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de

Saldanha de Melo (CMS) e pelo Posto de Saude Luiz Gonzaga (PS)

PREFEITURA

Comité de Etica em Pesquisa

Parecer n? 244A/2009

Sr(a) Pesquisador(a),

Rio de Janeiro, 05 de outubro de 2009.

Informamos a V.Sa. que o Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria
Municipal de Saude e Defesa Civil - CEP SMSDC-RJ, constituido nos Termos da
Resolugao CNS n® 196/96 e, devidamente registrado na Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a documentacao referente ao
Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo discriminado:

Coordenadora:
Salesia Felipe de Oliveira

Vice-Coordenadora:
Suzana Alves da Silva

Membros:

Andréa Estevam de Amorim
Alice de C. A. Vinhaes

Braulio dos Santos Junior

Carlos Alberto Pereira de Oliveira
Elisete Casotti

José M. Salame

Jucema Fabricio Vieira

Marcia Consténcia P. A. Gomes
‘Maria Alice Gunzburger

Ménica Amorim de Oliveira

Nara da Rocha Saraiva

Pedro Paulo Magalhdes Chrispim
Rafael Aron Abitbol

Sandra Regina Victor

Secretarias Executivas:
Carla Costa Vianna
Renata Guedes Ferreira

PROTOCOLO DE PESQUISA N2 141/09
CAAE: 0160.0.314.000-09

TITULO: Caracterizagao molecular de Staphylococcus
aureus isolados de artigos médicos e profissionais do
atendimento basico de saide no municipio do Rio de
Janeiro, Brasil.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Angela Maria de
Souza Breves Rodrigues. BN

UNIDADE (S) ONDE SE REALIZARA A PESQUISA:
CMS Jorge Saldanha Bandeira de Melo.

DATA DA APRECIACAO: 05/10/2009.

PARECER: APROVADO.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item VII.
13.d., da Resolugao CNS/MS N¢ 196/96).

Esclarecemos, ainda, com relagéo aos Protocolos, que o CEP/SMSDC
devera ser informado de fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo,
devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o projeto venha a ser
interrompido e/ou os resultados nao sejam publicados.

S
J Lw N ;
Sabérk Felipe de Olivei Mt
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satde e Defesa Civil
Rua Afonso Cavalcanti, 455 sala 715 - Cidade Nova ~ Rio de Janeiro

CEP: 20211-901 Tel.: 3971-1590

E-mail: cepsms @rio.f.gowbr - Site: www.saude.io.ri.gov bricep

FWA n®: 00010761
IRB n®: 00005577
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ANEXO II: PARECER COMITE DE ETICA

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de

Saude e Defesa Civil - RJ, referente aa solicitacdo do Posto de Saude Luiz
Gonzaga (PS)

PREFEITURA

Comité de Etica em Pesquisa

Parecer n® 238A/2009 Rio de Janeiro, 05 de outubro de 2009.

Sr(a) Pesquisador(a),

Informamos a V.Sa. que o Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria
Municipal de Saude e Defesa Civil - CEP SMSDC-RJ, constituido nos Termos da
Resolugao CNS n? 196/96 e, devidamente registrado na Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a documentagao referente ao
Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo discriminado:

Coordenadora:

Salesia Felipe de Oliveira PROTOCOLO DE PESQUISA N2 141/09

Eoe s CAAE: 0160.0.314.000-09

Suzana Alves da Silva

Membros: TITULO: Caracterizagao molecular de Staphylococcus

e o e fvony aureus isolados de artigos médicos e profissionais do

Braulio dos Santos Junior atendimento basico de saide no municipio do Rio de

Carlos Alberto Pereira de Oliveira Janeiro, Brasil.

Elisete Casotti

José M. Salame

Jucel:na Fabricio 'Vleira :

e omsiance F-ay Gomes | | PESQUISADOR RESPONSAVEL: Angela Maria de

Ménica Amorim de Oliveira Souza Breves Rodrigues.

Nara da Rocha Saraiva

Pedro Paulo M.?galhées Chrispim

et UNIDADE (S) ONDE SE REALIZARA A PESQUISA:
PS Luiz Gonzaga.

Secretarias Executivas:

Carla Costa Vianna

Renata Guedes Ferreira

DATA DA APRECIAGAO: 05/10/2009.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item ViI.
13.d., da Resolucao CNS/MS N? 196/96).

Esclarecemos, ainda, com relagdo aos Protocolos, que o CEP/SMSDC
devera ser informado de fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo,
devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o projeto venha a ser

interrompido e/ou os resultados nao sejaj%blisados.

Mk&»&\ A ?‘ (7NN
Salesia Felipe de Oliveira
Coordenadora

Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satide e Defesa Civil
Rua Afonso Cavaleanti, 455 sala 715 — Cidade Nova — Rio de Janeiro
CEP:20211-901 Tel.: 3971-1590

E-mail: capsme@rio fL.oovbr - Site: www saude fio.fi.goy.bricep

FWA n®: 00010761
IRB n 00005577
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ANEXO lll: MEIOS DE CULTURA

1. Meios de Cultura e Condi¢cdes de Cultivo (AGENCIA NACIONAL DE

VIGILANCIA SANITARIA, 2004a)

1.1. Caldo BHI — Brain Heart Infusion
Brain Heart Broth (MERCK) - cat n°® 1104930500

Pesar e hidratar segundo instru¢cdes do fabricante

1.2. Agar BHI- Brain Heart Infusion
Brain Heartagar (MERCK) - cat n® 1138250500

Pesar e hidratar segundo instrucdes do fabricante

1.3. Agar Sal Manitol
Mannitol Salt Phenol-Red Agar (MERCK) - cat n® 1054040500

Pesar e hidratar segundo instru¢des do fabricante

1.4. Agar DNase
DNase Test Agar (MERCK) - cat n® 1104490500

Pesar e hidratar segundo instrucdes do fabricante

1.5. Agar Nutriente (MERCK)

Extrato de carne----------------=-=m-mememommem oo 39
Peptona de carne S e 59

= R 159
Agua destilada Sp---------=--=-======mmmmmmmmmmeeee- 1000 mL
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Suspender os componentes em agua destilada
Dissolver por aquecimento a ebulicdo

Distribuir aliqguotas de 20 mL em Placas de Petri
Deixar solidificar

pH final = 7,0 +/- 0,2

1.6. Agar Muller Hinton

Agar Muller Hinton (MERCK) — cat n°1054370500 segundo CLSI
Pesar e hidratar segundo instrucdes do fabricante

1.7. “Skim Milk”

“Skim Milk” (DIFCO) — cat n® 232100

Pesar e hidratar segundo instrucdes do fabricante

2. Provas Bioquimicas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2004a)

2.1. Método de Coloracao de Gram

Reagentes (corantes):

Cristal Violeta: (Seg Hucker)

Solucéo A:

Cristal Violeta ---------=-==-==nmnmmmmmemme- 20
Alcool etilico ----------=-mmmmmnnnmv --20 ml
Solucéo B:

Oxalato de amoniQ ----------=-====--=---- 0,8¢g
Agua destilada RERER— -80 mL

Misturar solucdes A e B;
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Deixar em repouso por 24 horas;

Filtrar em papel wathmamn n°1;

Armazenar em frasco escuro

Solucéo de Lugol:solucéo diluida de iodo-iodeto de potéssio

(MERCK) - cat n°109261

10d0 --------m-mmm e 1lg
lodeto de potassio --------------------- 29
Agua destilada ----------=--=--=-=nnn--- 300 mL

Macerar o iodo e o iodeto de potassio em um gral;

Adicionar agua aos poucos e misturar bem;

Completar o volume com agua destilada;

Armazenar em frasco escuro

Descorante:

Agente lento: alcool etilico 95%

Agente rapido: acetona

Agente intermediario: alcool — acetona (&lcool etilico 95%, 100 mL; acetona,
100 mL)

Solucéo de Fucsina

Fucsina Fenicada béasica para Gram-- 1 g

Alcool etilico 95% -----------=mmmn-mmmme- 10 mL
Fenol fundido ------------------=-mmmeeme - 50
Agua destilada RERER— -- 100 mL

Dissolver em um gral a fucsina no alcool;
Juntar aos poucos o fenol;

Homogeneizar até completa dissolucéo;
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Juntar a 4gua aos poucos, lavando o gral;

Filtrar apos 24 h de repouso

Preparo e Fixacao de Esfregacos:

Usar laminas limpas e desengorduradas;

Colocar no centro da lamina uma alga do material Se o material for pouco
fluido, colocar uma gota de 4gua destilada sobre a lamina e acrescentar uma
alca do material,

Homogeneizar com pequenos movimentos circulares;

Deixar secar e fixar pelo calor, passando a lamina com esfregaco rapidamente
tres ou quatro vezes pela chama do bico de Bunsen E fundamental que a
lamina esfrie antes de comecar as coloracoes

Procedimento:

Esfregaco bem homogéneo fixado ao calor;

Corar durante 1 minuto com solucéo de cristal violeta;

Escorrer o corante e cobrir durante 1 minuto com solugéo de lugol,

Lavar em agua corrente;

Diferenciar com um dos descorantes descritos acima,

Lavar em agua corrente;

Contrastar durante trinta segundos com fucsina de Ziehl;

Lavar em agua corrente;

Secar a preparacgao (entre duas tiras de papel de filtro)

Interpretacao:

Microrganismos Gram positivos: cor roxa

Microrganismos Gram negativos: cor vermelha
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3. Preparo de Géis, Tampdes e Reagentes

3.1. Tampdes (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004a)

3.1.1. Tampéao Tris-Borato — EDTA 10X (TBE 10X)
TRIS base 1211 g

Acido Borico 618 g

NA2 EDTA 37 g

Agua MilliQ esterilizada gsp 1000 mL

3.1.2. Tampéao Tris - Borato — EDTA TBE (05X)

Tamp&o TBE 10X 125 pL

Agua MilliQ esterilizada gsp 2500 mL

Gel de Agarose (Sambrook, 1989)

3.2. Géis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004a)

3.2.1. Agarose (Sigma A-0169)10 g

3.2.2. TBE (0,5 x) 1000 mL

3.3. Reagente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004a)

3.3.1. Brometo de etidio (5mg/ml)60 uL
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