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RESUMO

Staphylococcus aureus, sdo micro-organismos pertencentes a microbiota
da cavidade nasal e podem habitar também a cavidade oral. Cepas
resistentes a antibioticos, particularmente a meticilina (MRSA) podem
trazer riscos a ambientes hospitalares, ambulatérios e para a
comunidade. O objetivo desse estudo € avaliar a prevaléncia de
colonizacdo por Staphylococcus aureus, em profissionais, académicos e
superficies odontoldgicas comparando as prevaléncias com as
encontradas em funcionarios de uma UTI Hospitalar. Para isso,
coletamos secrecdo salivar e nasofaringea de profissionais de uma UTI
hospitalar, cirurgides-dentistas, auxiliares em satde bucal, académicos
de duas Universidades distintas e também de superficies no ambiente de
trabalho odontoldgico. Apos coletado, material foi semeado em sal agar
manitol. As colbnias isoladas obtidas foram submetidas a coloragéo de
Gram para avaliacdo da morfologia e arranjo celular. O screening para
resisténcia a meticilina foi realizado utilizando meio cromogénico
(MRSA), e as colbnias caracteristicas a resisténcia foram entdo
submetidos ao teste antimicrobiano de disco difusdo para oxacilina e
cefoxitina. A confirmacdo genotipica foi avaliada por amplificacdo do
gene mecA e LukS-lukF, por meio de PCR. Cento e noventa e seis
amostras foram coletadas, provenientes de 156 individuos e 40
superficies. Obteve-se 93 cepas de Staphylococcus aureus em
individuos e 05 em superficies. Destas, 08 provenientes de colonizagéo
nasal e 03 de colonizagdo salivar foram caracterizadas genotipicamente
para MRSA. Somente 04 amostras apresentaram 0s genes LukS-lukF,
caracterizando cepas de origem comunitaria. Embora tenhamos obtido,
como resultados, um pequeno nimero de isolados que apresentaram
(MRSA), existe uma prevaléncia de associacdo em ambientes
odontolégicos com ambientes hospitalares. Mais estudos devem ser
realizados para confirmar essa prevaléncia.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina.
Exposicdo a Agentes Bioldgicos. Resisténcia Microbiana a
Medicamentos. Odontologia.






ABSTRACT

Staphylococcus aureus, are bacterial belonging to the flora of the nasal
cavity and may inhabit the oral cavity. Antibiotic-resistant strains,
particularly methicillin (MRSA), can pose risks to hospital, outpatient,
and community settings. The objective of this study is to evaluate the
prevalence of colonization by Staphylococcus aureus in professionals,
academics and dental surfaces comparing the prevalence with those
found in employees of a Hospital ICU. For this, we collected salivary
and nasopharyngeal secretions from professionals of a hospital ICU,
dental surgeons, oral health aides, academics from two different
universities and from surfaces in the dentistry work environment. After
being collected, material was seeded in mannitol agar. The isolated
colonies were submitted to Gram staining to evaluate the morphology
and cellular arrangement. Screening for methicillin resistance was
performed using chromogenic medium (MRSA), and the resistance-
characteristic colonies were then submitted to the antimicrobial disk
diffusion test for oxacillin and cefoxitin. Genotypic confirmation was
assessed by amplification of the mecA and LukS-lukF gene by PCR. One
hundred and ninety-six samples were collected from 156 individuals and
40 surfaces. A total of 93 strains of Staphylococcus aureus were
obtained in subjects and 05 on surfaces. Of these, 08 from nasal
colonization and 03 from salivary colonization were characterized
genotypically for MRSA. Only 04 samples showed the LukS-lukF genes,
characterizing strains of community origin. Although we obtained, as
results, a small number of isolates that presented (MRSA), there is a
prevalence of association in dental environments with hospital
environments. Further studies need to be performed to confirm this
prevalence.

Keywords: MRSA drug Resistance. Exposure to biological agents.
Drug Resistance to microbial dentistry.
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1 INTRODUCAO

1.1. DESCRICAO DA BACTERIA

Taxonomicamente 0 micro-organismo Staphylococcus aureus,
classifica-se como pertencente ao Dominio Bactéria, Filo Firmicutes;
Classe Bacilos; Ordem Bacillales; Familia Staphylococcaceae; Género
Staphylococcus e espécie Staphylococcus aureus, Gram-positivas.
Apresentam-se geralmente em forma de cocos (esféricas), com células
de cerca de um micrdmetro de didmetro, que se juntam em colbnias
parecidas, quando vistas ao microscépio Optico com aglomerados
semelhantes a cachos de uva. O nome é derivado da palavra grega
“staphylé” que significa "cacho de uvas" e refere-se ao padrdo de
crescimento do micro-organismo (Murray et al., 2008). Rosenbach,
(1884), descreveu dois tipos de coldnias pigmentadas de Staphylococcus
as quais foram denominadas de Staphylococcus aureus (amarelos) e
Staphylococcus albus (brancos), esta UGltima espécie atualmente
denominada de Staphylococcus epidermidis.

Apesar de existirem mais de 40 espécies de Staphylococcus
descritos no Manual de Bergey (Garrity et al., 2001), apenas
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, apresentam
interacdes significativas com seres humanos. Os primeiros colonizam
principalmente a nasofaringe e orofaringe, mas podem ser encontrados
regularmente na maioria dos outros locais anatdmicos, incluindo a pele,
cavidade oral e trato gastrointestinal (Robert et al., 2005; Velazquez-
Meza, 2005). Sdo anaerdbios facultativos, que crescem por respiracdo
aerébica ou por fermentagdo, produzindo éacido latico, principalmente
(Murray et al., 2008). Estes micro-organismos séo catalase positivos, ou
seja, a adicio de H»0O, (A4gua oxigenada) a uma cultura de
Staphylococcus aureus produz O (oxigénio) livre, visivel através do
borbulhamento, além de serem oxidases negativa e piogénicos por
exceléncia. Podem crescer numa gama de temperaturas de 15 a 45°C e
em concentracdes de pH tdo elevadas como 15% de NaCl. (Euzéby,
2004; Koneman et al., 2012; Todar, 2014). A maioria das espécies de
estafilococos sdo coagulase-negativos, entre as excegdes estdo
Staphylococcus aureus (Kloos et al., 1995; Bannerman et al., 2012).

As bactérias regulam muitos processos em resposta a
sinalizacdo celular. Nestes processos estdo incluidos os fatores de
viruléncia, e a producdo e formacdo de biofilmes (Cervantes et al.,
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2014). Além disso, estes microrganismos utilizam esta sinalizagdo para
regular a densidade da populacdo conhecida como percepcdo de
quérum. Estes sistemas em Staphylococous sdo denominados de sistema
“QS” (Quoérum Sensing). Os mesmos possuem enorme impacto na
bactéria durante a infeccdo, controlando a fisiologia e os fatores de
viruléncia. Sao regulados pelo complexo génico agr (gene acessorio
regulador) (Cervantes et al., 2014).

Referente a composicao e estrutura dos Staphylococcus aureus,
0S Mesmos apresentam como componente citoplasmatico em suas
células, o nucledide, onde se encontra 0 cromossoma do microrganismo;
0s ribossomos que sdo responsaveis pela sintese proteica; os plasmidios
gue sdao moléculas circulares de DNA e que sdo capazes de
autoduplicagdo independente da replicagdo cromossémica e que estdo
envolvidos na resisténcia destes aos antimicrobianos (Santos et al.,
2007). Além disso, podemos encontrar, raramente, flagelos, que s&o
responsaveis pela movimentacdo das células bacterianas.

Na sua grande maioria a resisténcia bacteriana deste micro-
organismo pode estar presente na constituicdo de sua parede celular,
sendo este um componente extremamente importante para a
sobrevivéncia e patogenicidade do mesmo. Esta, por sua vez €
constituida por uma capsula formada por uma Gnica camada frouxa de
polissacarideos que protege a bactéria ao inibir a quimiotaxia e a
fagocitose, facilitando ainda a aderéncia em materiais sintéticos. A
mesma é constituida ainda por um peptideoglicano, que se trata de um
componente estrutural composto de cadeias de glicano de ligacdo
cruzada com peptideos conferindo maior rigidez a parede celular (Figura
1).

Na sequéncia da capsula encontra-se a proteina A que reveste a
superficie destes micro-organismos e se liga a camada de
peptideoglicano, sendo responsavel e eficaz na prevencédo da eliminagéo
da bactéria pelo sistema imune, impedindo a opsoniza¢do da mesma.
Além disso, fazendo parte desta constituicdo, aparecem o0s acidos
teicéicos, que sdo polimeros que contém fosfatos ligados a camada de
peptideoglicano ou a membrana plasmatica e sdo responsaveis pela
mediacdo da fixagdo destes micro-organismos as superficies mucosas.
Na cépsula ainda, encontramos o fator de aglutinacdo e por fim, a
membrana citoplasmatica, formada por um complexo de carboidratos,
proteinas e lipideos, que atuam como barreira osmoética e local para a
fixacdo de enzimas (Todar, 2014; Oogai et al., 2011; Kavanaugh e
Horswill, 2016).
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Outra caracteristica importante desta bactéria e que a torna
diferenciada, é a capacidade de produzir biofilmes. O crescimento de
micro-organismos em biofilmes fornece uma grande capacidade de
adaptacdo das bactérias as diferentes condi¢cdes ambientais.

Figura 1: Fatores de viruléncia S.aureus.

Leucodicina
Hialuronidase Panton-Valentine
Proteina A \ (PVL) Biofitm

Processes Enterotoxinas: A, B.C1-3.0,E.H
Sindrome do choque téwco-1 (TSST-1)
Toxinas extoliativas AB

Peptidoglicano —#—

Toxina-a

Hemolisinas
apBy.s

Elastases (metaloproteases)

Fosfolipase C

Adesinas: MSCCRAMMS fator de
agregacao (clumping factor), proteina de
Reiactamates Acidoteicoico unido a fibronectina, fibrinogénio,
sialoproteinas, coldgeno e
polissacarideos de adesdo

Acido lipoteicoico

Fonte: adaptada de Vaudax et. al 1994.

1.2. EPIDEMIOLOGIA DE Staphylococcus aureus

No ser humano, Staphylococcus aureus pode sobreviver como
colonizador persistente em (20%) destes (30%) como colonizador
transitério (intermitente), e em torno de 50% correspondem a nao
colonizados. Seu local anatémico predileto de colonizagdo estabelece-se
na orofaringe de adultos (Kluytmans et al., 1997). A taxa de colonizagdo
nasal em seres humanos sadios varia de 10 a 40%, taxas mais altas
ocorrem em pacientes que por motivos de doencas diversas apresentam
graus de imunidade baixa, especialmente em pacientes submetidos a
procedimentos cirlrgicos ou a hemodialise em que estas taxas de
colonizagdo podem chegar acima dos 50% (Von Eiff et al., 2001;
Laupland et al., 2003; Nu et al., 1986). A taxa de colonizagdo a nivel
mundial decresce com o passar dos anos, em paises com maior poderio
financeiro e em especial nos paises escandinavos, nas Gltimas décadas.
Nos anos 30 a mesma correspondia a 35%, (Kluytmans et al., 1997), nos
anos 2000, decresceu para 27%, (Nulens, 2005). Esta realidade, no
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entanto, ndo é a mesma em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento.

S&o multifatoriais os mecanismos que levam a colonizacgéo por
esta bactéria. Existe um verdadeiro tropismo entre 0 microorganismo € o
hospedeiro, isto quer dizer, que sdo as condi¢des do hospedeiro que véo
determinar esta colonizagdo (Cole et al., 2001). Além do que as taxas
variam entre género, raca e idade. Herwaldt et al., (2004) reforca a
afirmativa feita anteriormente de que pacientes imunodeprimidos, tais
como, dependentes de insulina, usuarios de hemodialise ou didlise
peritoneal, doenca hepatica avancada, obesos, com histérico de
acidentes vasculares e cerebrais, HIV positivos e com doencas de pele
crbnicas sdo 0s mais propensos a serem colonizados intermitentemente.

A respeito da colonizagdo por MRSA (Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina), na era pré-antibidtica, infecgdes por
Staphylococcus aureus eram geralmente fatais. Em um estudo de
revisdo de casos no inicio dos anos 1940, a mortalidade entre os 122
pacientes participantes foi de 82%, e de 98% naqueles com idade maior
gue 50 anos. Na era moderna, estima-se que 25-35% dos individuos
humanos saudaveis sdo portadores deste micro-organismo na pele ou
mucosas. Isto significa que até dois bilhBes de pessoas atualmente
podem transmitir Staphylococcus aureus resistentes a meticilina em
todo o mundo, e estimativas conservadoras baseadas em dados de
prevaléncia, holandeses e norte-americanos prevéem que entre 2-53
milhdes de pessoas portadoras de MRSA, sejam a causa de infec¢des
associadas aos hospitais. A taxa de mortalidade associada a infeccOes
invasivas por MRSA ¢ de 20%, mas varia consideravelmente entre o0s
estudos em diferentes contextos (Haidegge et al., 2015).

Embora os dados epidemioldgicos de estudos muitas vezes ndo
possam ser comparaveis, devido as diferencas no desenho dos mesmos e
populacdes amostradas, as maiores taxas (>50%) sdo relatados na
América do Norte, América do Sul, Asia e Malta. Taxas intermediérias
(25-50%) sdo relatadas na China, Australia, Africa e alguns paises
europeus como, por exemplo, Portugal (49%), Grécia (40%), ltalia
(37%) e na Roménia (34%). Outros paises europeus tém taxas de
prevaléncia geralmente baixas (Paises Baixos e Escandindvia)
(Haidegge et al., 2015).

Este  micro-organismo  apresenta uma  importancia
extraordinaria do ponto de vista epidemioldgico e clinico. Em hospitais,
0 mesmo pode apresentar-se de forma epidémica e endémica, levando-se
em conta que é um dos patdgenos que infecta a maior quantidade de
pacientes submetidos a procedimentos invasivos (Layton et al., 1996).
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Trata-se de um micro-organismo multirresistente (betalactamicos e
outros antimicrobianos) o que determina geralmente o fracasso do
tratamento empirico e dificuldade no tratamento das infec¢des por ele
causado (Schmitz et al., 1997).

Nos ultimos anos o problema ocorre além dos limites
hospitalares, pois foram descritas, recentemente, cepas de MRSA,
distintas e de aquisicdo comunitéria. Tipicamente, colonizagdo por
MRSA é adquirido no hospital e esta ocorre através de uma infecgéo,
gue se manifesta apds 48 horas a exposi¢cdo nosocomial. Um paciente
infectado ou colonizado é o suficiente para introduzir esta colonizacdo
nestes novos ambientes (Gorak et al., 1999). A forma de transmissdo
mais aceita e conhecida é aquela que ocorre através das maos dos
cuidadores ou através do acimulo em superficies, causando epidemias
tanto em ambientes hospitalares como comunitarios, além disso, a
prescri¢do indiscriminada e empirica de antibidticos contribui para a
aquisicdo do fator resisténcia e consequentemente facilita a colonizagéo,
por esta forma nédo sensivel a antimicrobianos (Wilcox, 2005).

Epidemiologicamente é importante ndo confundir MRSA
adquiridos na comunidade, denominados (HA-MRSA), com as espécies
resistentes, adquiridas em ambientes hospitalares (CA-MRSA),
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina de origem hospitalar, que
apesar de parecer ter uma origem comunitaria, sdo provenientes de
pacientes que estiveram em contato com algum tipo de assisténcia a
salde, de onde adquiriram a bactéria (Fridkin et al., 2005). As
diferencas béasicas entre os dois tipos de MRSA, sdo as seguintes:
auséncia de fatores de risco classicos para contrair MRSA, CA-MRSA,
incide mais em criangas e jovens e s&0 mais sensiveis a varias classes de
antibiéticos do que os de origem nosocomial. Além disso, CA-MRSA,
possui fatores de viruléncia especificos. Sdo tipicamente portadores de
genes para a codificacdo da Leucocidina de Panton Valentine (PVL),
gue é uma toxina que pode causar necrose tecidual e destrui¢do
leucocitaria, apresentam somente o cassete cromossémico SCCmec
(Staphylococcal Cassette Chromosome mec) tipo 1V, causam infeccdes
de mucosas graves e raramente necrosantes (Lina et al., 1999; Said,
2003; Naimi et al., 2003; Robinson et al., 2005).

As causas desta proliferacdo e aparicdo de cepas comunitérias,
ainda ndo estdo devidamente esclarecidas e supde-se atribuidas a fatores
diversos. Assim como as demais formas de resisténcia aos
antimicrobianos, uma das causas possiveis pode ser 0 UuSsO
indiscriminado dos mesmos. Uma particularidade em relagdo a estas
cepas é que todas contém o SCCmec tipo IV, que é de um tamanho
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reduzido em relagdo aos demais SCCmec(s), o que teria facilitado a
transferéncia dos genes de resisténcia entre seus pares. A presenca de
fatores de viruléncia que facilitam a infeccdo por este tipo de
microorganismo pode também contribuir para a proliferacdo do CA-
MRSA (Charlebois et al., 2004; Weber et al., 2005).

Um dos primeiros relatos de MRSA adquirido em uma
comunidade na América Latina teve origem no Uruguai, em 2001, em
quatro criangas sem fatores de risco tradicionais para infecgdo por HA-
MRSA (Galiana et al., 2001). Um artigo que descreveu um grande surto
de CA-MRSA em Montevidéu, Uruguai, sugere que CA-MRSA é um
problema crescente na América Latina (Mejia et al, 2010). Desde entéo,
MRSA vem sendo identificado como causa de infec¢Bes adquiridas na
comunidade por toda a América Latina, embora os dados publicados se
limitem a apenas alguns paises, e a certos locais nesses paises.

A prevaléncia de HA-MRSA tem diminuido nos ultimos anos
em alguns paises europeus, por exemplo, Austria, Franca, Irlanda, Reino
Unido e Grécia. Em outros paises a prevaléncia permaneceu
relativamente estavel. No entanto, taxas muito altas de CA-MRSA séo
relatados na Asia Oriental, especialmente no Sri Lanka (86,5%), Coréia
do Sul (77,6%), Vietna (74,1%), Taiwan (65,0%), Tailandia (57,0%) e
Hong Kong (56,8%). Em contraste, existem taxas relativamente baixas
na India (22,6%) e Filipinas (38,1%), (Szilagyi et al., 2013).

1.3 FATORES DE VIRULENCIA

A espécie resistente deste micro-organismo era um agente
patogénico humano confinado aos hospitais durante mais de 30 anos. O
CA-MRSA emergiu nas ultimas duas décadas em todo o mundo como
uma das principais causas de infeccdes graves em individuos saudaveis
na comunidade. A espécie resistente e comunitaria surgiu localmente,
como dito anteriormente, pela aquisicdo do elemento genético mével
SCCmec que transporta 0 gene mecA, por Staphylococcus aureus
susceptiveis a meticilina (MSSA), ou alternativamente, tiveram origem
em cepas disseminadas de hospitais.

Staphylococcus aureus é considerado o mais virulento, dentre
seu género, gracas a sua capacidade de adaptabilidade (Plata et al.,
2009). Os principais fatores que induzem as patogenias, tanto em seres
humanos como em animais sdo 0s componentes da superficie celular da
bactéria, além disso, contribuem para esta patogenicidade toxinas e
enzimas, nominadas como fatores de viruléncia extracelulares (Black,
2013).
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A expressdo dos fatores de viruléncia, especialmente as
exotoxinas, parece ocorrer principalmente durante a fase pds-
exponencial de crescimento e sdo reguladas por pelo menos trés
sistemas regulatdrios globais, sdo eles: o gene regulador acessorio (agr),
regulador acessorio estafilocécico (sar) e o regulador de proteina
extracelular (xpr). A formacdo de um biofilme maduro cuja estrutura
pode ter forma de fungo ou plana e que contem canais de agua que
distribuem eficazmente nutrientes e moléculas de sinalizacdo dentro do
mesmo, constitui mais um fator de viruléncia deste patdgeno (Bohach et
al., 1997). Estes elementos e suas respectivas a¢des nos tecidos do
hospedeiro estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Determinantes de Viruléncia do S. aureus.

Determinantes
Fatores da superficie
1. Cépsula
2. Componentes da Parede Celular:
Peptideoglicano

Acido Teicéico

Acao tecido hospedeiro
Antifagocitica.

Piogénico — Quimioatratrivo.
Liberado protege contra o
complemento.

3. Proteinas da Superficie Celular
Protege contra a IgG do

Proteina A
Proteina de ligacdo ao fibrinogénio

Proteina de Ligacdo a Fibronectina

Proteina de ligag8o & laminina

Proteina de Ligacao ao Colageno

Proteina de Ligacdo a Vitronectina

complemento.

Liga-se ao fibrinogénio
(precede a fibrina).

Liga-se a Fibronectina
(proteina adesiva).

Liga-se a laminina (Apresenta
varios sitios de ligacdo como
para receptores celulares
especificos).

Liga-se ao colageno
(Sustentacao da cartilagem)

Liga-se a Vitronectina (Por
isso, a vitronectiva serve para
regular a protedlise pela
ativacdo do plasminogénio).
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Fatores extracelulares
4, Toxinas Extracelulares

Alfa, Beta, Gama e Delta Toxinas.

Leucocidina P V

Toxina da Sindrome do Choque
Toxico

Enterotoxinas

Toxina Epidermolitica

5. Enzimas:
Coagulase

Lipase

Proteases

Fosfolipases
Estafiloquinase

Hialuronidase
Nuclease

Fonte: Autor (2016).

Citotoxicas para os tecidos e
leucdcitos.

Destrdi leucdcitos (leucocida).

Liga-se as moléculas do MHC
(major histocompatibility
complex) da classe Il induz
sintese de citocinas causando
multiplas disfuncbes
organicas.

Heméticas e diarreias

Lisa a ligacdo da célula com o
estrato granuloso

Catalisa a converséo de
fibrinogénio em fibrina
Degrada os lipideos

Modifica &cidos graxos
liberados na degradacéo
lipidica e contribui com a
formagé&o de abscessos;
Degrada as proteinas inclusive
as de defesa do hospedeiro.
Degrada Fosfolipidios.

Converte plasminogénio
plasmina fibrinolitica
Degrada o acido hialurénico

Cliva DNA ou RNA.
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Esta espécie de Estafilococos possui um grande poder de
adesdo ao hospedeiro, mediado por interacbes entre adesinas com
tecidos do mesmo (pele, mucosas, células da superficie endotelial). Esta
adesdo ocorre através da matriz extracelular e proteinas do plasma do
hospedeiro de forma altamente especifica, permitindo uma eficiente
colonizacdo (Tamura et al., 2006). As adesinas destes micro-organismos
sdo proteinas da parede celular que pertencem a mesma familia
denominada MSCRAMMSs (componentes da superficie microbiana que
reconhecem moléculas adesivas da matriz), e que interagem com
proteinas do hospedeiro, tais como, fibrinogénio (C, D e E (SdrC, SdrD,
e SdrE), colageno (Coa), elastina S (EbpS), fibronectina A e B (FNBPA,
FnBPB), e com os fatores de aglutinacdo A e B (CIfA, CIfB), (Clarke et
al., 2006; McDevitt et al., 1994).

MSCRAMMs, além de ser essencial para o metabolismo do
micro-organismo, devido ao importante fator de ligacdo com a célula
hospedeira, 0 mesmo tem sido implicado ainda na internacilizagédo
(proteinas de ligacdo a fibronectina (FnBPs) promovem a fixagdo de S.
aureus na superficie da célula hospedeira, e subsequente internaliza¢do
de fagocitos), evasao imune, agregacao e principalmente na formacéo do
biofilme bacteriano. A maioria dos MSCRAMMs é codificada no
genoma do nucleo, por conseguinte, sdo caracteristicamente estaveis e
possuem transferéncia hereditaria vertical. Por esta razdo, o sucesso de
clones de (MRSA) ndo tem sido, em geral, ligado a um MSCRAMM
especifico. A Unica excecdo é a adesina recentemente descrita, (SasX),
associada com a colonizagéo e infeccdo excepcional do clone de (MRSA
ST239), embora (SasX) seja codificada sobre um MGE (mobile genetic
elements) (Chavakis et al., 2005; Li et al., 2012; Sinha et al., 2010).

Apenas recentemente, Staphylococcus aureus foi reconhecido
como um agente patogénico intracelular facultativo. Esta capacidade
permite a espécie mais um tipo de protecdo contra o sistema imune de
defesa do hospedeiro. A mesma pode persistir em um estado “semi-
adormecido” conhecido como (SCV) do inglés (small colony variants),
pequenas colbnias variantes onde a expressdo da viruléncia é
“desligada”, o que torna o micro-organismo intrinsecamente resistente a
sediar ataques do sistema imune e antibioticoterapia (Sendi et al, 2009;
Sinha et al., 2010; Voyich et al., 2005).

A expressdo coordenada desses fatores de viruléncia é
controlada por elementos reguladores globais, incluindo: dois sistemas
de regulacdo de componentes (TCTs), onde o (Agr) gene acessorio
regulador e uma exoproteina (SaeRS) sdo os mais relevantes. O segundo
sistema de regulacdo é representado pelo regulador global de
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transcricdo, tal como o regulador acessorio estafilocdcico (SarA), e o
homdlogo de (SarA), assim como (Rot) além de (SarT), (SarS), (SarR),
(SarU), (SarV), (SarX), (SarzZ), (MgrA) e (TeaR). A diferenca do
contelldo genético de cepas diferentes é a base molecular de sua
diferenca na capacidade infectiva, tdo variada e tdo especifica para cada
tipo de patologia causada. A extensa gama de doencgas provocadas pelo
Staphylococcus aureus resulta da ativacdo de uma rede de regulacéo
intrincada, criada pela ativacdo destes reguladores, a fim de responder a
estimulos ambientais (Arvidson et al., 2001; Adcock, 1998; Cheung,
2004; Cheung, 1998; Giraudo, 1999; Lowy, 1998; Luong et al., 2003;
McNamara, 2000; Novick, 2003; Rogasch, 2006; Said et al., 2003).

1.4 RESISTENCIA DOS S. aureus AOS  AGENTES
ANTIMICROBIANOS

Staphylococcus aureus tem um genoma com tamanho aproximado
de 2800 Kb, que esta formado por um Gnico cromossomo circular, onde
se encontram elementos genéticos moveis, bacteriéfagos, plasmideos,
transposones e sequéncias de insercdo (Pattee et al., 1990). O estudo
destes elementos permitiu explicar os mecanismos de transferéncia
genética entre cepas, que ocorreu mediante processos de conjugacao,
transducgdo, transformacdo e mobilizagdo por meio de plasmideos
conjugativos. (Archer, 1991; Skurray, 1997). Os transposones sao
fragmentos mdveis de DNA geralmente cercados por sequéncias
repetidas, seu comprimento varia de poucos a milhares de pares de
bases. A transposicdo tem lugar através de dois mecanismos: um
consiste na excisdo do elemento movel para posteriormente inserir-se no
DNA alvo, o outro consiste em um mecanismo de retrotransposicao que
mediante o0s transposons gera uma coOpia de Si mesmo e se insere no
DNA alvo.

As enzimas que catalisam os cortes destes elementos s&o
especificas e sdo codificadas nos proprios transposons, como no caso do
(Tn551) portador do gene (ermb), que confere a resisténcia a
eritromicina (Khan et al., 1980), (Tn 4001), portador de genes que
codificam a resisténcia a kanamicina, tobramicina e gentamicina (Lyon,
1984), (Tn, 4003), codificador da resisténcia a trimetropin (Rouch et al.,
1989), (Tn552) contem o gene (ermA) que confere a resisténcia a
penicilina, pela producdo de penicilinase (Rowland et al., 1989);
(Tn554) que contém os genes (ermA) para a resisténcia a eritromicina e
0 gene (spc) referente a espectinomicina (Murphy et al., 1985). Os
elementos mais utilizados na transferéncia genética sdo (Tn551) e
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(Tn554) que se encontra com grande frequéncia no cromossoma de
(MRSA) e sdo utilizados para sequenciamento epidemioldgico de clones
epidémicos (Kreiswirth et al., 1990; Figueiredo et al., 1991; Dominguez
etal., 1994).

Os antibioticos podem exercer sua acdo de forma bacteriostatica
(inibindo crescimento) ou de forma bactericida (matando o
microorganismo). Isto pode ocorrer mediante o processo de inibicdo da
sintese da parede celular, como nos betalactamicos e glicopeptideos que
atuam inibindo distintos processos envolvidos na sintese do
peptideoglicano. Podem ainda inibir a sintese proteica atuando em
diferentes niveis das subunidades dos ribossomos 30S e 50S, como
ocorre com os aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos,
lincosamidas, estreptograminas, cetolideos, cloranfenicol, acido fusidico
e mupirocina. Além disso, podem bloquear a sintese dos &cidos
nucleicos como no caso das sulfonamidas, trimetropin e quinilonas, que
atuam inibindo o metabolismo do &cido félico, e que interfere na sintese
de replicagdo de DNA ou da rifampicina que afeta a transcricdo inibindo
a (RNA-polimerase) dependente do DNA (Konemann et al., 2012).
Mudangas nos ecossistemas naturais, incluindo o uso de grandes
guantidades de agentes antimicrobianos, alteraram a dinamica das
populagdes de micro-organismos, incluindo a selecdo de resisténcia,
com consequéncias para a salde humana dificeis de serem previstas
(Martinez, 2008).

O surgimento da ocorréncia da resisténcia a meticilina para esta
espécie de Estafilococos limitou o tratamento que antes era bem
sucedido com antimicrobianos da classe betalactdmicos. Esta se tornou
possivel gracas a aquisi¢do por parte do Staphylococous aureus do gene
(mecA) (Muligan et al., 1993; Hiramatsu et al., 2001; Deuremberg et al.,
2007; Rodriguez-Bafio et al., 2006). Com o passar do tempo estes
micro-organismos desenvolveram mecanismos de resisténcia a outras
classes de antimicrobianos. Entre elas incluimos a estreptomicina e a
eritromicina (Grundmann, 2006; Khan e Novick, 1980), gentamicina e
quinilonas (Townsend et al., 1987). A vancomicina ou teicoplanina
(glicopeptideos) passaram a ser o tratamento de eleicdo para as
infeccBes por (MRSA), porém também para este tipo de antimicrobiano
aparecem mecanismos de resisténcia (Keiich et al., 2001).

Basicamente, a resisténcia a meticilina em Staphylococcus
aureus, esta relacionada a presenca de dois genes: (mecA) e (mecC),
especialmente o (mecA), codifica a sintese de uma nova proteina
fixadora de penicilina (PBP2a), que produz uma diminuicdo da
afinidade por antibiéticos betalactdmicos. As PBP(s) sdo proteinas
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localizadas na membrana bacteriana que catalisam as reacGes de
transpeptidizacbes do peptideoglicano durante a sintese da parede
celular. Sem isto, esta parede é instavel e débil, mecanicamente havera a
saida de liquido celular e morte bacteriana (Georgopapadakou et al.,
1986; Giesbrecht et al., 1998; Berger Béchi et al., 1998). A PBP2
confere resisténcia a todos betalactamicos (incluindo cefalosporinas,
penicilinas, carbapenens e monobactnas).

Outros mecanismos de resisténcia sdo observados, tais como
guando usamos usando-se a oxacilina, para teste. Isto ocorre devendo-se
a hiperproducdo das betalactamases estafilococicas, ou ainda pela
modificacdo das PBP1, 2, e 4. Embora os métodos fenotipicos sejam
utilizados, especialmente em paises de menor poder aquisitivo para
identificacdo do gene (mecA), o padrdo ouro para identificacdo do gene
é a PCR (Polymerase Chain Reaction) (Batista et al., 2008).

Tabela 2 — Mecanismos de Resisténcia aos Antibidticos de S.aureus e
Genes Associados

Antibiotico Acdo Genes Mecanismo de
Celular de Resisténcia
Resistén
cia
Betalactamicos Betalacta  blaZ Hidrolise enzimatica
mases do nicleo

betalactamico
PBP2a mecA Baixa afinidade para

PBP(s)
Aminoglicosideos RNAr 30S aacA- Modificagao por
aphD. acetiltransferase,
aadA, adeniltransferase ou
aadD, alteragdo ribossomal
aadD, das fosfotransferases
aphA,
aphC,
spc,
StrA.
Cloranfenicol RNAr50S Cat Modificacgdo por
acetiltransferase
Fluoroquinolonas DNA gyrA Mutagdes nos genes
girase /gyrB de DNA girase,

norA bombas de expulséo,



Fosfomicina

Acido Fusidico

Glicopeptideos

Macrolideos,

Lincosaminas

Mupirocina

Rifampicina

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Trimetoprim

Fonte: Carmen Borraz Ordas, 2016.

Sintese do
acido N-
cetil-
Muramico

Fator de
alongacéo
G

Complexo
sD-Ala
-D-Ala
RNAr 50S

Isoleucil-
RNAtsinte
tase

Subunidad
ePda
RNA
polimeras
e

Sintese de
Acido
tetrahidrof
olico
RNAr 30S

Sintese de
Acido
Tetrahidro
folico

grlA (ou
parC)

fosB

fusA/fus
B

Desconh
ecido
Van A
ermA,
ermB,
ermcC,
msrA
mupA

rif

sulA

tetA(K)/,
tetA(L)
tetA(M)
DfrA

mutacgdes no gene da
DNA topoisomerase
Iv.

Modificacao por
uma glutationa-
transferase

Alteracéo do fator
de alongacédo G/
diminuicdo da
permeabilidade.
Sequestro pela
parede celular

Metilacdo do RNA
Bombas de expulsdo

Producédo de uma
isoleucil-
RNAtsintetase
Modificada
Alteracdes na RNA
polimerase

Sobre producao de
Acido p-
aminobenzoico

Bombas de expulsdo
Protecéo
Ribossomal

Bypass, por uma
dihidrofolato
redutase
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1.5 GENE mecA

E o determinante genético de resisténcia a meticilina de
localizagdo cromossdmica que codifica a sintese da (PBP2a), (Hartman
et al., 1984; Ubukata et al.,1985; Chambers et al., 1985; Chambers et al.,
1987). Conta com dois genes reguladores o gene (mecR1), e 0 gene
(mecl), que codifica a proteina repressora de transdugdo do gene (mecA)
e o gene (mecl), que codifica a proteina repressora da transcricdo do
gene (mecA), (De Lencastre et al., 1994). A transcri¢cdo do gene (mecA),
se produz quando um betalactamico chega a uma célula, se une ao
receptor-dominio de unido a penicilina da membrana citoplasmatica
codificado pelo gene (mecR1), desencadeando-se um sinal que induz a
protease auto catalitica a unir-se a (mecl), o qual estd bloqueando a
regido operadora de (mecA). Desta maneira fica livre o operon de
(mecA) sendo possivel a expressdo de (PBP2a) (Zhang et al., 2001;
Archer et al., 2001; Hiramatsu et al., 2001).

Sobre o surgimento do gene (mecA), existem varias hipoteses,
inicialmente pensava-se que o gene tinha sido adquirido de outra espécie
que ndo Staphylococcus aureus. (Beck et al., 1986; Berger-Bachi et al.,
1994). Posteriormente surgiram hipéteses de que 0s mesmos poderiam
ter sido adquiridos de Staphylococcus coagulase negativos (Archer et
al., 1994). Uma analogia entre o Staphylococcus aureus e o
Staphylococcus sciuri de 88% no gene (mecA), entre estas duas espécies
foi descoberta (Couto et al., 1996; Wu et al., 1996). Igualmente em
relacdo ao Staphylococcus epidermidis foi comprovada a transferéncia
do gene (mecA), de S.aureus para este (Wielders et al., 2001).

Mais recentemente os métodos baseados em PCR utilizados
foram estandardizados. Cepas sensiveis ocasionais que expressam um
gene ndo funcional ou ndo expressam (mecA), sdo detectados, porem a
presenca de (mecA), se considera geralmente potencial de resisténcia e
se utiliza para identificar Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
A resisténcia que ndo é mediada por (mecA), ndo sera detectada
(Murakami et al., 1991; Tokue et al., 1992).
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Figura 2: Representacdo do Gene mecA
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Legenda: Representagdo de um fragmento de DNA cromossdmico de (MRSA)
com os seguintes elementos: regido reguladora do gene mecA composta pelos
genes mecl e mecR1, plasmideos (pUB11), sequéncias de insercdo (IS 431),
transposons (Tn554) e genes cromossdmicos das recombinases A e B (ccrA e
ccrB). Fonte: De Lencastre et al., 1999.

Duas teorias bésicas tentam explicar a origem do gene (mecA),
e a distincdo entre as linhas filogenéticas distintas. A primeira teoria
afirma que o gene (mecA), incorporou-se ao (MRSA), a partir de linhas
evolutivas distintas (Kreiswirth et al., 1993). Teorias mais recentes
evidenciam que o gene (mecA), foi sendo transferido de linhas genéticas
distintas numa transferéncia horizontal do gene (mec), contribuindo para
a evolucdo do (MRSA) (Enright et al., 2000; Enright et al., 2002;
Wielders et al., 2002; Hiramatsu et al., 2004). Autores como Musser et
al (1992) realizaram analises de MLEE (multilocus enzyme
electrophoresis), MLST (multilocus sequence typing), Enright et al,
(2002) e Hanssen et al, (2004) realizaram PFGE (eletroforese em campo
pulsado), concordam que houve uma transferéncia horizontal do gene
mecA entre cepas pertencentes a linhas genéticas distintas.

Outros mecanismos de resisténcia a meticilina sdo descritos na
literatura hoje em cepas que ndo possuem 0 gene mecA, que se associam
a CIMs de meticilina entre 6 e 8 g/mL. Entre os mecanismos que
determinam a resisténcia ndo mediada pelo gene mecA, em cepas que
tem uma hiperproducdo de penicilinase, estdo as denominadas cepas
BORSA (bordline Staphylococcus aureus), que sintetizam uma
guantidade importante de lactamase e ndo tem nem o gene mecA.

Nestas cepas (BORSA) a sensibilidade a oxacilina pode
recuperar-se quando se associa com um inibidor de lactamase sendo este
o melhor método para sua deteccdo fenotipica. Como é o caso de
guando quer se detectar a resisténcia induzida a Clindamicina. Além
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desta forma referenciada acima, algumas cepas sdo capazes de hidrolisar
a meticilina na auséncia do gene mecA. Pode ocorrer ainda em termos de
resisténcia ndo mediada pelo gene mecA, modificacbes das PBPs, sdo as
denominadas cepas MODSA (modified Staphylococcus aureus), sao
resistentes a baixos niveis de oxacilina e ndo produtoras de
betalactamase (McDougal et al., 1986; Massidda et al., 1996; Sierra-
Madero et al., 1988; Tomasz et al., 1989).

Mesmo sendo um pré-requisito para a resisténcia a meticilina, o
gene mecA nao é o Unico responsavel pelo nivel ao qual a resisténcia é
expressa. Sabe-se também que o nivel de PBP2a, ndo esta relacionado
diretamente ao nivel fenotipico de resisténcia. Outros fatores
cromossomicamente determinados, tais como o operon (femAB - Fatores
essenciais para a expressdo da resisténcia a meticilina), que atuam como
genes reguladores, sdo essenciais para a expressdo da resisténcia a
meticilina em Staphylococcus aureus. A cooperacdo entre esses
determinantes, (femA e mecA), parece ser necessaria, mas 0 mecanismo
como isto ocorre, ainda ndo estd devidamente elucidado. Os mesmos,
aparecem tanto em cepas sensiveis como resistentes de MRSA, (Berger-
Bachi et al.,1989; De Lencastre et al.,1994). Além disso existem genes
cromossdémicos cujas mutagcBes mantém femAB, sdo o0s genes chr
(Zhang et al., 2001).

O operon cromossdmico (femAB), pertence aos genes criticos
para o metabolismo celular (housekeeping genes) dos Staphylococcus
aureus e é encontrado em todas as cepas dessa espécie e alelos (femAB)
similares na organizacdo e na sequéncia foram identificados nos
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus. O operon
surgiu por duplicacdo do gene e codifica para duas proteinas
citoplasmicas similares que sdo produzidas, principalmente, durante a
fase exponencial de crescimento, (femA) e (femB) que estdo envolvidos
na formacdo da cadeia lateral da pentaglicina que é ligada a L-lisina da
haste peptidica do peptidoglicano. Os peptideos da pentaglicina sédo
longos e flexiveis, e permitem uma elevada ligacdo cruzada entre o
grupo funcional dos peptideos da cadeia Unica de peptidoglicano,
observada em paredes celulares de Staphylococcus aureus. Enquanto em
células sem o gene (femB) as pontes cruzadas de triglicina podem ser
formadas, a composi¢cdo da parede celular de mutantes com (femAB)
pouco transcrito € indicativa que (femA) é responsavel pela adigdo dos
segundos e terceiros residuos de glicina.

A perda do operon (femAB), causa resisténcia dos cocos ao
efeito bactericida da proteina lisostafina, uma potente hidrolase de
peptidoglicano secretada pelo Staphylococcus simulans, devido ao
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encurtamento da ponte interpeptidica de glicina; adicionalmente, causa a
hipersusceptibilidade a meticilina, apesar da presenca da proteina
(PBP2a), em Staphylococcus aureus (mecA), positivos. Portanto, a
inativacdo do operon (femAB,) e os betalactamicos parecem agir de
maneira sinérgica (Moussallem et al., 2009).

1.6 STAPHYLOCOCCAL CASSETTE CHROMOSOME - SCCMEC

Uma estrutura movel no cromossoma estafilococico
denominada de cassete juntamente com o gene mecA forma o SCCmec
(Staphylococcal Cassette Chromosome mec). E um elemento genético
inserido no cromossoma de MRSA, em uma localizacdo especifica no
extremo 3’ do fragmento aberto de leitura (ORF), cuja funcdo €
desconhecida até agora. Sua mobilidade se deve a presenga dos genes
Unicos e especificos (ccrA) e (ccrB), que codificam as recombinases do
cassete cromossémico (A e B) (Ito, 1998; Ito, 1999; Katayama et al.,
2000; Kuroda et al., 2001; Baba et al., 2002).

Até 0 momento foram descritos varios tipos de SCCmec em
funcdo das caracteristicas dos genes ccr, e sequéncias adjacentes, assim
como a sequéncia da zona mec, e seus genes reguladores. Também se
diferenciam segundo o0s determinantes genéticos adquiridos como
resultado da integracdo de plasmideos e transposons. Segundo a IWG-
SCC (International Working Group on the Classification of
Staphylococcal Cassette Chromosome Elements), ja foram identificados
11 tipos de SCCmec e um determinado nimero de variantes e subtipos
(1A, A, 1B, IVA, IVB, IVC), classificados com base na sequéncia da
regido J (junkyard), sendo sete as Ultimas variantes descritas (l1A, 1IB,
IIC, 1ID, IIE, IVE e IVF). As variagGes ocorrem na composicao genética
e no tamanho (20 a 60 Kb) (Ito et al., 2001; Ito et al., 2004; Oliveira et
al., 2001; Ma et al., 2002; Okuma et al., 2002).

O SCCmec é constituido de dois complexos: o complexo mec,
gue contém o gene (mec), e 0s genes que regulam sua expressado (mecl e
mecR1), e o complexo ccc, (cassete chromosome recombinase), que
contém o0 mecanismo de recombinacdo necessario para insercdo no
cromossomo. Esta localizacdo é denominada de ISS (Sitio de Integracdo
da Sequéncia ou Integration Site Sequence) (Hanssen e Sollid, 2006).
As caracteristicas genéticas dos complexos (mec) e (ccr), além das
estruturas intermediarias delimitadas pelas sequencias de repeticdo séo
usadas para classificar o SCCmec com fins epidemioldgicos e
representam uma tendéncia na filogenia destes micro-organismos, a fim
de que mundialmente as regras de defini¢cbes de subespécies sejam as
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mesmas (Hanssen e Sollid, 2006; Kondo et al., 2012; Zhang et al.,
2005).

Atualmente, sua classificacdo é coordenada por um grupo de
trabalho internacional para classificacdo de SCCmec, ja referido acima
que é o International Working Group on the Classification of
Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC). Os clones
mundiais que faziam parte da colegéo dos isolados analisados receberam
a seguinte nomenclatura: clone USA100 (Nova lorque/Japdo), USA200
(E-MRSA-16), USA500 (clone ibérico), USA800 (clone pediatrico). O
clone brasileiro ndo foi encontrado nesta colec¢do, ndo sendo, portanto,
reclassificado.

Em relacdo aos diferentes genes mec, estes diferem por
comparacdo com o gene (mecA), do Staphylococcus aureus N315,
primeiro MRSA, sequenciado completamente (lto et al., 2012). A
captagdo de linha genéticas de Staphylococcus aureus sensiveis a
meticilina foram dando lugar a linhas genéticas de MRSA (Hanssen e
Sollid, 2006). Além disso, a constante presenca deste gene neste micro-
organismo poderia ter atuado como reservatdrio do mecanismo de
resisténcia para o Staphylococcus aureus. A aquisicdo horizontal da
resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus se produziu a partir
de diversos eventos genéticos independentes entre si, tal como reflete a
diversidades de estruturas do SCCmec que ocorrem nestes micro-
organismos (Feil et al., 2003; Deurenberg et al., 2007). O nimero de
linhas genéticas de Staphylococcus aureus que adquiriram este cassete é
limitado, observando-se uma maior heterogeneidade nas populagfes de
isolados sensiveis a meticilina (Grundmann et al., 2010; Sykes, 2010).

1.7 COLONIZACAO/CONTAMINACAO

Staphylococcus aureus é um micro-organismo que sobrevive de
forma comensal com o ser humano e com animais. Percebe-se
atualmente, especialmente em paises com menos recursos, um aumento
na prevaléncia de MRSA. Em humanos o mesmo coloniza
especialmente a pele e mucosas especialmente as das narinas, apesar de
varios locais do corpo poder ser colonizados, porém as narinas sdo 0s
locais de transporte preferencial deste micro-organismo (White, 1963;
Nouwen, 2005).

A exposicdo repetida a Staphylococcus aureus nos ambientes
em que se vive é considerado um determinante importante na
colonizacdo pelo mesmo, provavelmente mais que o fundo genético dos
individuos. Em geral uma génese multifatorial explicaria a colonizagéo
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por este micro-organismo em grande parte da populagdo. Com a
finalidade de controlar a propagacdo deste patdgeno se faz necessario
identificar quais s@o os fatores mais importantes na adesdo dos mesmos
aos hospedeiros. Estudos, tem sido feitos neste sentido, além de alterar o
foco de estudos dos mecanismos de aderéncia para os epitopos mais
prevalentes nas narinas. Até o momento ndo ha evidéncias que a
descolonizagdo das narinas de pacientes colonizados seja efetiva em
pacientes pré-cirargicos, da mesma forma a descolonizacdo extra nasal
se comporta igualmente, previamente a procedimentos cirdrgicos, as
drogas utilizadas para esta finalidade (descoloniza¢do), séao
principalmente a clorexidine e mupirocina (Kalmeijer, 2002; Wertheim,
2004).

Até agora, existe a preocupa¢do apenas com o0 aumento do risco
de Staphylococcus aureus em portadores nasais que adquirirem
infeccBes por este micro-organismo. No entanto, estudos da OMS
(Organizacdo Mundial da Sadde), tém mostrado que os ndo-portadores
tem a possibilidade de adquirir de forma exdgena infeccdes por S.
aureus com um aumento de quatro vezes na taxa de mortalidade em
comparacgao aos portadores nasais de MSSA (Wertheim, 2004). Assim,
0S mecanismos imunoldgicos de transporte nasal desta bactéria precisam
ser elucidados em ndo-portadores também. Prevenir a aquisicao de cepas
¢ a forma de controlar a proliferacdo de doencas estafilocdcicas.
Campanhas de formas de prevencao precisam ser feitas a populacdo em
geral neste sentido (Wertheim, 2004).

Em relagdo a colonizagdo em profissionais de salde, Varios
estudos transversais e longitudinais buscam evidenciar a prevaléncia de
colonizacdo tanto de Staphylococcus aureus bem como de sua forma
resistente, buscando ndo somente a colonizagéo nasal como salivar e em
outras areas anatdmicas. A figura 3 ilustra como pode ocorrer o
transporte de Staphylococcus aureus entre profissionais de salde e
pacientes em ambientes hospitalares. A prevaléncia de transporte de
MRSA em profissionais de sa(de é altamente varidvel, dependendo do
local, tipo de servigo hospitalar, da prevaléncia de MRSA entre 0s
pacientes e do tipo de contato (Biotech Week, 2016).
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Figura 3 - Dindmica da transmissdo do MRSA entre pacientes,
profissionais de salde e meio ambiente.

PROFISSIONAL
COLONIZADO
I i
Autocontaminagio

I | Contaminacsodsmeio

Vo

.
| A
| I ‘
|
| - '
PACIENTE ISOLADO PACIENTE ISOLADO
| ADMISSAO— [Tt T T ¢ ADMISSAO

Teste MRSA inconclusivo l Teste MRSA + l I Teste MRSA =
Lo -
| |
LIBERACAO  LIBERACAO

Figura 3 - Dinamica da transmissdo do MRSA entre pacientes, profissionais de
salide e meio ambiente. Setas sélidas representam movimento de individuos, e
setas interrompidas indicam a transmissdo entre PS e pacientes; caixas
vermelhas e amarelas sdo fontes de contaminacdo ou de colonizagdo. Pacientes
colonizados podem ser liberados do isolamento ap6s um resultado falso-
negativo ou um resultado verdadeiro negativo de uma amostra para ensaio
recolhida antes da colonizagdo. Caixa PS transitoriamente contaminado” é um
agrupamento conveniente de ambos os PS colonizados e ndo colonizados.PS=
Profissional de Saide — Adaptado de (Hall et al., 2016).

Varios estudos demonstram que o cumprimento das regras
bésicas de higiene, tais como o uso de solucdes hidro alcodlicas, nas
maos, durante o atendimento, pode reduzir o risco de colonizagéo nasal
por Staphylococcus aureus. Membros da equipe médica representam um
risco de infeccdo e sdo uma fonte potencial de patdgenos hospitalares,
tais como MRSA (Omine, 2012; Nagahama, 2013).

1.7.1 Colonizac¢ao/Contaminac¢do em odontologia

Dentre os nove milhGes de pessoas que trabalham em servicos
de satde nos Estados Unidos, 608 mil representam equipes de salde
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oral (Fariba, 2010). A razdo para atualmente existir uma maior
possibilidade de colonizacdo em profissionais, pacientes e superficies
odontoldgicas, deve-se a introducdo de novos equipamentos nos Gltimos
anos na odontologia. Estes contribuem significativamente para que 0s
consultorios e ambientes clinicos sejam impregnados por aerossois
bioldgicos (Cotone et al., 1991).

Staphylococcus aureus pode permanecer no ambiente clinico e
em superficies por até cinco dias (Crawford et al., 1983). Isto ocorre
também em ambientes hospitalares onde as superficies em salas
ocupadas por pacientes positivos com MRSA podem contaminar as
méos dos profissionais de salde mesmo na auséncia de contato direto
com o paciente (Schmitz et al., 1998). Assim como 0s equipamentos
utilizados no atendimento dos pacientes podem estar contaminados com
MRSA, os quartos dos pacientes e 0s objetos neles localizados também
podem atuar como reservatorios de transmissdo de agentes resistentes
(Oie et al., 1996). Em 73% dos quartos dos pacientes infectados por
MRSA tem superficies contaminadas (Boyce et al., 1997). Estes dados,
sobre a colonizacdo em ambientes e pacientes nosocomiais estdo
inseridos pois coincidem estudos que presumem que em procedimentos
odontoldgicos a possibilidade de colonizacdo é semelhante aos
trabalhadores de atuacdo em Unidades de Terapia Intensiva Hospitalar
(Martinez e Ruiz, 2014).

O fator protecdo facial através de mascaras e respiradores é
importante, porem parece ndo ser suficiente nas rotinas e protocolos de
biosseguranca em consultérios odontoldgicos e clinicas pertencentes a
academia. Chen et al., (1992), relatam que embora a méascara cirirgica
possa ser suficiente para eliminar as bactérias exaladas pelos
profissionais de salde, elas podem ndo ser suficientes para filtrar os
aerossois de tamanho submicrométricos contendo agentes patogénicos a
gue estes profissionais de salde sdo potencialmente expostos.

Embora a diversidade de micro-organismos presentes na
cavidade oral, seja bem relatada na literatura, continua a haver uma
consideravel  controvérsia sobre se  Staphylococcus aureus
desempenham um papel na ecologia da flora normal da mesma.
Pesquisadores buscam estabelecer uma relacdo entre o papel
desempenhado na ecologia da cavidade oral por Staphylococcus aureus
tentando estabelecer uma relacéo entre as patologias agudas e cronicas
da mesma e a presenca deste micro-organismo, seja fazendo parte da
flora normal, seja fazendo parte da flora transitoria desta cavidade.

O principal mecanismo de transmissdao de MRSA, é o contato
interpessoal direto, porém como vimos anteriormente a transferéncia
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indireta através de superficies ambientais contaminadas também pode
ocorrer (Boyce et al.,, 1997; Boyce et al., 2002), bem como a
transmissdo através do ar (Shiomori et al., 2001; Shiomori et al., 2002).
Um ndmero crescente de aparentemente indcuas vias de transmissao tém
sido descritas incluindo equipamentos e aparelhos de uso em
odontologia (Brady et al., 2007). Além disso, maltiplos fatores proprios
do hospedeiro, tais como a qualidade da cicatrizacdo e taxas de infeccéo
da ferida operatdria pode contribuir para a aquisicdo de MRSA
(Bumpous et al., 1995). Unidades de terapias intensivas e unidades
cirlrgicas sdo ambientes de alto risco para a aquisicdo deste micro-
organismo resistente. Os pacientes com maiores tempos hospitalizados
possuem mais chances para adquirirem MRSA, exatamente pelo tempo
em que la permanecem (maior que os demais), e pelas condicdes
sistémicas e imunidades debilitadas (Plowman et al., 2000).

1.8 JUSTIFICATIVA

As possibilidades de colonizagdo no ambiente odontol6gico
muito se assemelham as condic@es de aquisicdo em ambiente hospitalar,
com o agravante da geracdo de aerossois de forma intermitente que
ocorre em consultérios odontoldgicos e em especial em clinicas
académicas devido ao maior nimero de sprays gerados e superficies
existentes. Somado a estes fatores os EPI(s) de protegdo facial ndo
garantem a filtragem adequada de particulas submicrométricas
contaminadas. Ressalta-se ainda fundamentalmente o avanco na
Odontologia nas areas cirdrgicas, onde os procedimentos se tornaram
mais invasivos a partir da introducdo em larga escala de implantes e
enxertias 6sseas. Considerando todos estes fatores, justifica-se o estudo
sobre a colonizacdo em profissionais e ambientes odontolégicos que em
tese possam ser tdo prevalente quanto a profissionais de Unidades de
Terapias Intensiva.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Comparar a colonizacdo nasal e salivar por (MSSA) e (MRSA),
em profissionais e académicos de odontologia com profissionais de uma
Unidade de Terapia Intensiva.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia de colonizagdo em superficies
odontoldgicas de Staphylococus aureus e Staphylococus aureus
resistentes a meticilina

e Determinar a prevaléncia nasal e salivar de Staphylococus
aureus e Staphylococus aureus resistentes a meticilina em
profissionais, académicos e superficies da odontologia;

e Determinar a prevaléncia nasal e salivar de Staphylococus
aureus e Staphylococus aureus resistentes a meticilina em
funcionarios de uma UTI Geral em um Hospital de grande
porte;

e Detectar a presenca dos genes (mecA) e (lukS-lukF) em
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina;

e Conhecer o perfil fenotipico dos Staphylococus aureus
isolados;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CONSIDERAGOES ETICAS

Os participantes do estudo foram convidados e para 0S mesmos
foi detalhado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
obtendo-se assim a voluntariedade na participacdo do estudo. As
assinaturas ocorreram no momento da coleta das amostras. O projeto de
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UNESC (Universidade do
Extremo Sul Catarinense), Brasil, conforme parecer consubstanciado
ntmero 887.907, de 29 de Outubro de 2014.

3.2 CARACTERIZAGCAO DA POPULACAO:

Foram coletadas amostras de saliva e de nasofaringe de
diferentes grupos. O grupo comparacdo foi composto por funcionarios
de uma UTI Hospitalar Geral Adulta. As demais amostram foram
obtidas de académicos cursando os dois Ultimos anos de cursos de
odontologia e de superficies de ambientes odontoldgicos referentes a
duas universidades distintas em localizagdo geografica e de cirurgides-
dentistas com dois ou mais anos de atuacdo efetiva em consultérios
odontoldgicos juntamente com suas respectivas auxiliares em salde
bucal.

Para a caracterizacdo demogréfica e profissional, além de outros
dados qualitativos dos voluntarios da pesquisa (Apéndice 1), foi
utilizado um instrumento com questdes abertas e fechadas. Este
instrumento foi posteriormente apds prazo definido, devolvido
devidamente preenchido ao pesquisador.

3.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras da nasofaringe e da saliva, bem como das
superficies, foram coletadas com um swab denominado ESwab (Copan
Italy), e transportados em meio de Amies modificado até o laboratério
de microbiologia das Universidades | e |l respectivamente e
imediatamente processadas. (Vandendriessche et al., 2014; Silbert et al.,
2014; Mukovnikova, 2014).

3.4. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
3.4.1 ldentificacdo de Staphylococcus aureus

A identificacdo de Staphylococcus aureus, foi obtida através da
cultura em meio 4gar sal manitol a 36°C por 48 horas. A positividade
para Staphylococcus aureus foi identificada quando o meio ao redor da
semeadura se apresentou amarelo (Figura 4) (Konemann, 2011).
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Figura 4: Crescimento de coldnias de Staphylococcus aureus.

Fonte: O Autor (2015).

3.4.2 ldentificacdo MRSA
3.4.2.1. Meio Cromogénico

Ap6s a identificacdo da espécie Staphylococcus aureus, 0s
isolados foram semeados em meio seletivo cromogénico (CHROMagar
MRSA PL 0297.Plastlabor — Brasil), e incubados a 36°C durante um
periodo méximo de 48 horas e as coldnias de coloragdo malva foram
classificadas como MRSA. O 4gar contém uma substancia cromogénica
dourada para selecionar o crescimento do Staphylococous aureus e um
agente antimicrobiano que permite o crescimento somente das cepas
resistente a oxacilina (Figura 5).

Como controle de qualidade foram utilizadas as cepas controle
Escherichia coli - ATCC 25922, Staphylococcus aureus - ATCC 25923
e Staphylococcus aureus - ATCC 43300 (Ohkushi et al., 2013; Merlino
et al., 2000; Pao et al., 2012; Cerlana et al., 2004; Gaillot et al., 2009;
Rahman et al., 2009; Goodwin et al., 2009; Philippe et al., 2014).
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Figura 5 Crescimento de colénias de MRSA em CHROMagar MRSA.

Fonte: O Autor (2015).

3.4.2.2. Teste de Susceptibilidade a antimicrobianos

ApGs 0 screening com meio cromogénico, amostras positivas
foram submetidas, para comprovacdo da resisténcia, ao teste de
susceptibilidade a cefotixina e oxacilina através da técnica de disco-
difusao em Agar Mueller Hinton. As amostras consideradas como
MRSA pelo método de difusdo em disco foram armazenadas a uma
temperatura de -80 °C em caldo triptona de soja (TSB) acrescidas de
10% de glicerol, (James, 1993; Moncayo et al., 2015; Raddi et al., 2009;
Mimica et al., 2012; Méndez et al., 2013; Cavassin et al., 2015). Figura
6 (AeB)
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Figura 6 — Resisténcia/Sensibilidade Cefoxitina e Oxacilina.

Fonte: Do autor (2015).

3.4.3. Deteccdo dos Genes (mecA) e (IukS-lukF)

Para confirmar a resisténcia a MRSA, as amostras positivas
foram submetidas & ensaios de PCR para deteccdo do gene (mecA)
baseado em ensaio descrito por Kondo et al., (2007). A deteccdo do
gene (lukS-lukF), responsavel pela codificacdo da Leucocidina de
Panton-Valentine (PVL) foi realizada de acordo com protocolo descrito
por Ribeiro (2005).

3.4.4 Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis — PFGE)

A Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE), foi realizada
utilizando protocolo adaptado de Pinto, (2013), e com condi¢des de
corrida descritas por McDougal et al., (2003).
Os fragmentos de varios tamanhos séo separados utilizando eletroforese
em gel baseado no peso molecular. O chamado polimorfismo de
fragmentos de restricdo (RFLP) apresenta chances bastante grandes de
ser utilizada como forma de identificacdo da bactéria (Hookey et al.,
1998; Rezaee et al., 2016; Chadi et al., 2016).

3.5. ORGANIZACAO E ANALISE DE DADOS

Os dados referentes a prevaléncia, perfil fenotipico, detecgéo
dos gene (MecA e LukS-LukF) apos coletados foram protocolados com
codificaco previamente definida e inserida em bancos de dados em
Excel e exportada para o pacote estatistico SPSS (Statistical Package for
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Social Sciences), versdo 21.0 e analisados por meio de estatistica
descritiva (frequéncias relativas e absolutas) e inferencial (teste qui-
quadrado) utilizando os valores de p<0,05 como nivel de significancia
sendo considerados estatisticamente significativos e a prevaléncia foram
calculados com intervalo de confianca de 95%.

Para a caracterizagdo demogréfica e profissional, além de outros
dados qualitativos dos voluntarios da pesquisa, foi utilizado um
Instrumento de Caracterizagdo Profissional Qualitativa (Apéndice 1),
com questdes abertas e fechadas. Para a comparacdo de médias entre 0s
grupos foi utilizado a analise de variancia (One-Way ANOVA), seguido
pelo teste post hoc Tukey. Para a analise dos dados nominais foram
utilizados a andlise de referéncia cruzada através da utilizacdo do Teste
Qui-Quadrado: de Pearson e razdo de verossimilhanca. O nivel de
significancia estabelecido para todos os testes estatisticos utilizados foi
de p<0,05. Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 20.0. A construcdo das figuras foram realizadas no
software GrapgPad Prism e as tabelas no Microsoft Word 2010.definida
e inserida em bancos de dados em Excel.

4. RESULTADOS

4.1. POPULACAO

A tabela 3 apresenta 0 nimero de participantes em nlmeros
absolutos e porcentagem total, além de dados como idade, contato direto
com o paciente ¢ uso de EPI’s. Foram incluidos na amostragem 40
superficies das Universidades | e IlI, sendo 20 superficies cada,
totalizando 196 amostras. Dos participantes, 36 (24%), sdo funcionarios
da UTI; 47 (30%) da Universidade I; 23 (15%) da Universidade II; 31
(20%) sdo cirurgides dentistas e 17 (11%), auxiliares em salde bucal. A
idade varia entre 26,55 a 40,39 anos e 0 contato com o paciente varia de
3,2 a 17,27 anos. Todos 0s participantes usam EPI’s em seus
procedimentos.
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Tabela 3: Caracterizagdo da populagdo em estudo.

Populacéo N % Idade Contato Uso

(média)  direto com de

paciente EPI’s

(anos) (%)

Funcionarios 36 24 33,07 10,3 100

UTI

Acad. Univ. | 47 30 26,55 3,2 100

Acad. Univ. Il 23 15 26,55 3,2 100

Cirurgides 31 20 40,39 17,27 100
dentistas

ASB 17 11 31,23 8,76 100

Total 154 100 - - 100

Legenda: Univ. (Universidade); UTI (Unidade de Terapia Intensiva); ASB
(Auxiliar em saude Bucal); Acad. (Académicos).

4.2. IDENTIFICACAO Staphylococcus aureus (MSSA)

A figura 7A mostra os resultados da colonizacdo nasal e salivar
por MSSA, nos diferentes grupos. Em académicos da Universidade I,
86%, nasal positivos e 35% - MSSA, salivar positivo (p=0.005); Na
Universidade 1l, 52% - MSSA, nasal positivos e 48% - MSSA, salivar
positivos (p=0.84); dos cirurgifes dentistas 47%- MSSA, nasal positivos
e 23% - MSSA, salivar positivos (p=0.54); auxiliares em saude bucal
65% - MSSA, nasal positivos e 41.17% - MSSA, salivar positivos
(p=0.34). Finalmente 39% - MSSA, funcionarios da UTI nasal positivos
e 22%- MSSA, salivar positivos (p=0.12). Além disso, as colonizagdes
identificadas em superficies nas universidades indicam que na
Universidade I, 04 de 20, apresentaram colonizacéo por Staphylococcus
aureus e na Universidade Il somente 01 amostra de 20 apresentou esta
colonizacéo.

43. IDENTIFICACAO DA RESISTENCIA POR MEIO
CROMOGENICO

Na figura 7B, mostra os resultados da colonizacdo nasal e
salivar por MRSA, detectados por meio cromogénico. Nos académicos
da Universidade | 57% - MRSA, nasal positivos e 26% - MRSA saliva
positivos (p<0.005). Na Universidade Il 37%- MRSA, nasal positivos e
26% - MRSA, saliva positivos (p=0.53); Cirurgides dentistas 23% -
MRSA, nasal positivos e 17% - MRSA, salivar positivos (p=0.56);
Auxiliares em saude bucal 35% - MRSA, nasal positivos e 18% -
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MRSA, salivar positivos (p=0.31); Funcionarios da UTI 79% - MRSA,
nasal positivos e 62% - MRSA, salivar positivos (p=0.13).

Em relacdo as superficies da Universidade I, 02 areas estavam
colonizadas por MRSA —(50% do total), enquanto na Universidade 11,
01 superficie a qual estava colonizada por Staphylococcus aureus
também mostrou resisténcia em meio cromogénico (MRSA - 100%).

4.4, COMPROVAQAO DA RESISTENCIA POR TSA

A Figura 7C mostra os resultados da colonizagéo nasal e salivar
por MRSA, obtidos por TSA (Testes de susceptibilidade a oxacilina e
cefoxitina) e foram realizados em todos os grupos que foram positivos
MRSA para o0 meio CHROMagar MRSA. Dos académicos da
Universidade |1 35% - MRSA, nasal positivos e 10% - MRSA, salivar
positivos (p=0.15). Ja entre os académicos da Universidade Il, nenhum
deles apresentou resistencia (0% - MRSA) nasal e salivar. Cirurgides
dentistas apresentaram 29% - MRSA, nasal positivo e 20% - MRSA,
salivar positivos (p=0.56); Auxiliares em salde bucal apresentaram 17%
- MRSA nasal positivo e 33% - MRSA, salivar positivo (p=1.00). Dos
funcionarios da UTI 73% - MRSA, nasal positivo e 40% - MRSA
salivar positivo (p=0.96). A proposta destes testes foi obter confirmacéo
da resisténcia.
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Figura 7A. Identificacdo de S.aureus (MSSA): mostra a porcentagem de
Staphylococcus aureus nasal e salivar nos diferentes grupos. Existe diferenca
significativa entre colonizacdo nasal e salivar no grupo de académicos da
Universidade | (p=0.005).
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Figura 7B. ldentificacdo da resisténcia por meio cromogénico: mostra a
porcentagem de CHROMagar MRSA nasal e salivar nos diferentes grupos
obtidos positivos para Staphylococcus aureus. Existe diferenca entre
colonizagdo nasal e salivar em académicos da Universidade | (p<0.005)
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Figura 7C. Comprovacdo da resisténcia por TSA A figura mostra a
porcentagem de colonizagdo confirmadas pelo teste TSA MRSA positiva para
nasal e salivar nos diferentes grupos obtidos da resisténcia a CHROMagar
MRSA. Néo existe diferenca significativa entre colonizagédo nasal e salivar nos
grupos.

4.5. SIMILARIDADE ENTRE GRUPOS COLONIZADOS
4.5.1. Frequéncia Colonizagéo nasal e salivar Staphylococcus aureus,
(MSSA).

Referente a colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus,
guando comparamos Universidade I, Universidade I, UTI e cirurgides
dentistas, a frequéncia de colonizacdo na Universidade | é maior e
estatisticamente significativa. J& nos demais grupos, ndo existe uma
diferenca estatisticamente significativa entre os mesmos. (Figura 8A).
Na colonizacdo salivar ndo apresenta diferenca estatisticamente
significativa de colonizac&o entre os grupos (Figura 8B).
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Figura 8A e 8B. Associacdo de colonizagdo entre os grupos por Staphylococcus
aureus, (MSSA) - Colonizacdo de Staphylococcus aureus nasal (A) e salivar (B)
Na figura A, Univ. | x Univ Il (p=0,005); UTI x CD (p=0,54); UTI x Univ I
(p=0,005); UTI x Univ Il (p=0,84); UTI x ASB (p=0,54); CD x ASB (p=1,00);
CD x Univ I (p=0,005); CD x Univ 1l (p=0,68). Na figura B Univ. | x Univ Il
(p=1,00); UTI x CD (p=0,12); UTI x Univ I (p=0,25); UTI x Univ Il (p=0,25);
UTI x ASB (p=1,00); CD x ASB (p=1,27); CD x Univ | (p=0,69); CD x Univ Il
(p=1,00).

4.5.2 Frequéncia Colonizagcdo nasal e salivar (MRSA) em meio
CHROMagar MRSA

A figura 8C apresenta 0s resultados de resisténcia a
Staphylococcus aureus (MRSA), em meio CHROMagar, a partir das
amostras positivas obtidas anteriormente para (MSSA). Em relacdo a
colonizagdo nasal, comparando Universidade I, com o grupo de
cirurgides dentistas, temos uma maior frequéncia e estatisticamente
significativa de académicos colonizados em relagdo ao grupo de
cirurgiGes. Nos demais grupos ndo existem diferenca estatisticamente
significativa de frequéncia de colonizagéo entre 0S mesmos.

A figura 8D apresenta os resultados de frequéncia de
colonizacdo salivar resistente (MRSA), em meio CHROMagar. Nestes,
a colonizagdo na Universidade Il é maior e apresenta uma diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo funcionérios da UTI
(grupo controle) e cirurgides dentistas. Nos demais grupos ndo existem
diferenca estatisticamente significativa de frequéncia de colonizacéo
entre 0S mesmos.
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Figura 8C e 8D. Associagdo de colonizagdo nasal e salivar (MRSA) em meio
CHROMagar Figura 8C e 8D entre os grupos: Colonizagdo de MRSA nasal
(C) e salivar (D) por Cromo agar. Na figura C Univ. | x Univ 1l (p=0,22); UTI x
CD (p=0,34); UTI x Univ | (p=0,10); UTI x Univ Il (p=0,82); UTI x ASB
(p=0,22); CD x ASB (p=0,78); CD x Univ I (p=0,005); CD x Univ Il (p=0,46).
Na figura B Univ. | x Univ Il (p=0,81); UTI x CD (p=1,00); UTI x Univ I
(p=0,28); UTI x Univ 1l (p=0,05); UTI x ASB (p=0,48); CD x ASB (p=0,48);
CD x Univ | (p=0,28); CD x Univ Il (p=0,05).

4.5.3. Frequéncia Colonizacéo nasal e salivar por TSA

A figura 8E mostra que a frequéncia de colonizacgdo nasal por
(MRSA) no grupo UTI é maior e estatisticamente significativa que a
frequéncia de colonizagdo no grupo auxiliares em salde bucal e
cirurgides dentistas (Figura 8E).

Como ndo houve resisténcia entre os académicos da
universidade Il ndo foi possivel estabelecer uma associa¢do
estatisticamente significativa com outros grupos e académicos da
universidade | (Figura 8F). Em relacdo a frequéncia de colonizacédo
salivar entre o0s grupos, ndo existe diferenca estatisticamente
significativa de frequéncia de colonizacao entre 0s mesmos.

MRSA - colonizacdo nasal TSA MRSA - colonizagdo salivar TSA

m

ER Primeiro Grupo
B3 Segundo Grupo

Namero de colonizados
Nimero de colonizados
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Figura 8E e 8F: Associacdo de colonizacdo nasal e salivar (MRSA) por TSA
entre os grupos. Colonizagdo nasal (E) e salivar (F) por TSA. Na figure E Univ.
I x Univ 1l (p= ndo foi possivel); UTI x CD (p=0,09); UTI x Univ I (p=0,78);
UTI x Univ Il (p= ndo foi possivel); UTI x ASB (p=0,005); CD x ASB
(p=0,56); CD x Univ I (p=0,15); CD x Univ Il (p= ndo foi possivel). Na figure
B Univ. I x Univ Il (p= ndo foi possivel); UTI x CD (p=0,56); UTI x Univ |
(p=1,00); UTI x Univ Il (p= ndo foi possivel); UTI x ASB (p=0,56); CD x ASB
(p=1,00); CD x Univ I (p=0,56); CD x Univ Il (p= ndo foi possivel). Univ.
(Universidade); UTI (Unidade de Terapia Intensiva); CD (Cirurgides Dentistas);
ASB (Assistentes de salde Bucal); TSA (Teste de susceptibilidade
Antimicrobiana).

4.6. IDENTIFICACAO DOS GENES MecA e lukS-lukF

Entre as amostras com gene mecA, 05 académicos da mesma
Universidade (Universidade 1), outros 05 do grupo UTI e 01 amostra do
grupo cirurgides dentistas apresentaram gene mecA. Destes, 08 foram
amostras de procedéncia nasal e 03 salivares. Quatro (04) amostras
nasais destas apresentaram genes lukS-lukF-. Destas 04, 01 ¢ referente
ao grupo de C. Dentistas, 02 sdo do grupo Universidade | e 01 do grupo
UTL

Tabela 4 — Identificacdo dos genes mecA e PVL
Grupos mecA PVL

Académicos 05 02
(Univ. 1)
Académicos
(Univ. I1)
Cirurgifes dentistas 01 01

Auxiliares em Saude
Bucal
UTI 05 01

Legenda: Identificacdo dos genes mecA e PVL.

4.7 - INSTRUMENTOS DE CARACTERIZACAO PROFISSIONAL

A tabela 5 apresenta os resultados que apresentaram
significancia estatistica, referente as respostas obtidas quando da
aplicacdo do Instrumento de Caracterizacdo Profissional (Apéndice 1).
O mesmo foi respondido pelos voluntarios da pesquisa. Para algumas
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questdes inseridas, ndo houve respostas por parte dos voluntarios entre
0S grupos.

Tabela 5: Variaveis com Nivel de Significancia Estatistica

Variavel Nivel de
Significancia

Uso de Antimicrobianos por conta propria — p<0,05*
Grupo C. dentistas
Frequéncia da Troca de Mascara p<0,05*
Frequéncia da troca do Gorro p<0,05*
Desinfeccio do Oculos de Protecéo p<0,05*
Profissional de salde colonizado por germes p<0,05*
resistentes aos antimicrobianos oferece algum
risco
Resposta Nao
Durante a sua jornada de trabalho vocé p<0,05*

4.7.1 — Uso de Antimicrobianos por conta prépria:

Quando questionados em relagdo a utilizacdo de
antimicrobianos por conta propria, no grupo dos académicos 9,4% (n=5)
responderam que utilizam e 90,6% (n=48) responderam que ndo. No
grupo dos funcionarios da UTI 18,5% (n=5) responderam que utilizam e
81,5% (n=22) responderam que ndo. No grupo dos cirurgides dentistas
34,8% (n=8) responderam que sim e 65,2% (n=15) que ndo e no grupo
dos auxiliares de sa(de bucal 100% (n=13) responderam que nao.
Houve diferenca estatisticamente significativa referente a utilizacdo de
antimicrobianos por conta propria quando comparado 0s quatro grupos
(x?= 11,410, p < 0,001). A andlise dos residuos ajustados revelou que o
grupo dos cirurgides dentistas sdo o0s que mais utilizam os
antimicrobianos por conta prdpria.
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Tabela 6 — Frequéncia da utilizacdo de Antimicrobianos por conta
Propria

Frequéncia da _ ® Diferenga
utilizagdo de |5 © g
Antimicrobialnos' " 2 = Grupos
por conta Propria 8 = § " 9 S
= c 2 s S m
) 2 Do = o
3 e > € =3
< T c8 I8
Sempre n 0 1 1 - x?=1,530
% 0,0% 25,0 12,5 p = 0,465
% % p>0,05
Esporadica n 4 3 7 -
mente % 100,0 75,0 87,5 -
% % %
Total n 4 4 8 -
% 100,0 100,0 100,0 -
% % %

Teste estatistico Empregado: Teste Qui-Quadrado: *Razéo de Verossimilhanca

4.7.2 — Frequéncia da Troca de Mascaras:

Além de serem questionados quanto a utilizacdo da mascara,
responderam em relagdo a troca da mesma durante o expediente. Nesta
questdo 60,0% (n=93) da amostra responderam a esta questdo, no qual:
no grupo dos académicos 81,1% (n=43) respondeu utilizar sempre,
17,0% (n=9) mencionou fazer a troca esporadicamente e 1,9% (n=1)
respondeu nunca. No grupo dos funcionarios da UTI 33,3% (n=2)
respondeu trocar sempre, 66,7% (n=4) esporadicamente. No grupo dos
cirurgifes dentistas 81,8% (n=18) respondeu trocar sempre e 18,2%
(n=4) esporadicamente e no grupo dos auxiliares de satde bucal 100,0%
(n=12) respondeu trocar sempre. Houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo a frequéncia da troca da mascara durante o
expediente. A andlise de residuos ajustados revelou que o grupo dos
funcionarios da UTI sdo os que menos fazem a troca da mascara sempre
e sdo 0s que mais fazem trocas esporadicas.
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Tabela 7- Frequéncia da Troca de Méscara
Frequéncia da Diferen

Troca de Mascara § é @ o § f_g g:\
— \© o S o 2D
e cE .2 =m Grupos
«@ (@] = g [«b]
o S 2 > c =35
§ < 58 53
< T O IO
Sempre n 43 2 18 12 X2=
% 81,1 33,3 81,8 100, 12,773
% % % 0% p=
Esporadicame n 9 4 4 0 0,047
nte % 17,0 66,7 18,2 0,0%  p<0,05
% % %
Nunca n 1 0 0 0
% 19 0,0% 0,0% 0,0%
%
Total n 53 6 22 12
% 100, 100,0 100,0 100,
0% % % 0%

Teste estatistico Empregado: Teste Qui-Quadrado: *Razao de
Verossimilhanca.

4.7.3. — Frequéncia da Troca de Gorro:

Sobre a frequéncia da troca do gorro dos 155 respondentes
61,3% (n=95) responderam a esta questdo. No grupo dos académicos
75,5% (n=40) sempre, 22,6% (n=12) esporadicamente e 1,9% (n=1)
nunca. Dos funcionérios da UTI 83,3% (n=5) esporadicamente e 16,7%
(n=1) nunca. No grupo dos cirurgides dentistas 39,1% (n=9) sempre,
47,8% (n=11) esporadicamente e 13,0% (n=3) nunca. E no grupo dos
auxiliares de saude bucal 69,2%(n=9) sempre, 23,1%(n=3)
esporadicamente e 7,7% (n=1) nunca. Houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo a frequéncia na troca do gorro durante o
expediente). Através da analise de residuos ajustados pode-se observar
gue o grupo dos académicos sdo 0s que mais trocam 0 gorro, ja os
funcionarios da UTI sdo 0s que menos trocam sempre e 0s que mais
trocam esporadicamente e o0s cirurgifes dentistas sdo 0s que menos
trocam sempre seguido dos funcionarios da UTI.
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Tabela 8 - Frequéncia da troca do Gorro
Frequéncia da Diferen

troca do Gorro ¢ 3 2 ) 5 ca
S . ©8& 853 4
= SE 22 5%  Grupos
gl S 2 S < =0
8 c = 8 X 3
< T O &
Sempre n 40 0 9 9 X2=
% 75,5 0,0% 39,1 69,2 22,423
% % % p=
Esporadica n 12 5 11 3 0,001
mente % 22,6 83,3 47,8 23,1 p<0,05
% % % %
Nunca n 1 1 3 1
% 19 16,7 13,0 7,7%
% % %
Total n 53 6 23 13
% 100, 100,0 100,0 100,0
0% % % %

4.7.4 - Desinfeccdo dos Oculos de Proteg&o

Além da utilizacdo dos dculos os entrevistados foram
indagados quanto a frequéncia da desinfeccdo do mesmo. Para esta
questdo dos 155 apenas 60,0% (n=93) responderam, no qual: no grupo
dos académicos 45,3% (n=24) desinfetam sempre, 26,4% (n=14)
esporadicamente e 28,3% (n=15) nunca. No grupo dos funcionérios da
UTI 83,3% (n=5) relatam esporadicamente e 16,7% (n=1) nunca. No
grupo dos cirurgides dentistas 68,2% (n=15) sempre, 22,7% (n=5)
esporadicamente. Houve diferenca estatisticamente significativa em
relacdo a desinfeccdo do dculos de protecdo. Através da analise dos
residuos ajustados pode-se observar que o grupo dos funcionarios da
UTI s8o os que mais higienizam esporadicamente e os auxiliares de
salde bucal sdo os que mais higienizam sempre.
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Tabela 9 - Desinfecgéo do Oculos de Protecéo

© 4 . = Diferen
Desinfecciodo .8 S S 3 g S ca
Oculos de s SE 22 &9 4
Proteco 8 S > 2 &C’ =S  Grupos
< T © &
Sempre n 24 0 15 10 X2=
% 453 0,0% 68,2 83,3 20,773
% % % p=
Esporadicame n 14 5 5 1 0,002
nte % 264 83,3 22,7 8,3% p<0,05
% % %
Nunca n 15 1 2 1
% 28,3 16,7 9,1% 8,3%
% %
Total n 53 6 22 12
% 100,0 100,0 100,0 100,0
% % % %

Teste estatistico Empregado: Teste Qui-Quadrado: *Razdo de
Verossimilhanca.

4.7.5 - Profissional de satde colonizado por germes resistentes aos
antimicrobianos oferece algum risco?

Quando questionados em relacdo se algum profissional de
salde colonizado por germes resistentes aos antimicrobianos oferece
algum tipo de risco, 61,3% (n=95) responderam a esta questdo, no qual:
no grupo dos académicos 96,2% (n=50) consideram que sim e 3,8%
(n=2) consideram que ndo. No grupo dos funcionarios da UTI 85,7%
(n=6) consideram que sim e 14,3% (n=1) que ndo. No grupo dos
cirurgibes dentistas 82,6% (n=19) responderam que sim e 17,4% (n=4)
gue ndo e dos auxiliares de saude bucal 69,2% (n=9) que sim e 30,8%
(n=4) que ndo. Houve diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao profissional de salde ser colonizado por germes resistentes
aos antimicrobianos oferecer algum risco p<0,05. Através da analise dos
residuos ajustados pode-se observar que: 0s académicos sdo 0s que mais
consideram a possibilidade de risco, diferente dos auxiliares de salde
bucal que consideram que n&do ha possibilidade.



52

Tabela 10 - Profissional de satide colonizado por micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos oferece algum risco:

Profissional de - Difereng
satde " 5 © — a
colonizadopor 8 2 8 a ° § 4
germes £ = 52 £ o Grupos
resistentes aos = > < = §
antimicrobiano b 'S oo S
c LD
s oferece algum Z
risco
Sim n 50 6 19 9 X2=
% 96,2% 85,7% 82,6% 69,2% 8,108
Néo n 2 1 4 4 p=
% 3,8% 14,3% 17,4% 30,8% 0,044
Total n 52 7 23 13 p<0,05
% 100,0 100,0 100,0 100,0
% % % %

Teste estatistico Empregado: Teste Qui-Quadrado: *Razdo de
Verossimilhanca.

4.7.6 — Aspectos relativos a Jornada de Trabalho:

Quando questionados em relacdo aos acessorios durante a
jornada de trabalho, tém-se: no grupo dos académicos 2,8% (n=2) faz
uso de reldgios; 15,4% (n=8) faz uso de anéis; 21,2% (n=11) faz uso de
alianga; 1,9 (n=1) faz uso de dculos; 5,8% (n=3) faz uso de unhas
grandes; 50,0% (n=26) faz uso de uniforme limpo e 1,9% (n=1) faz uso
de pulseiras. No grupo dos funcionérios da UTI, 19,0% (n=4) fazem uso
de relégio; 14,3% (n=3) faz uso de anéis; 9,5% (n=2) faz uso de alianca;
23,8% (n=5) faz uso de uniforme limpo; 14,3% (n=3) faz uso de
pulseira; 9,5% (n=2) faz uso do mesmo uniforme que usou em outro
estabelecimento de salde; 9,5% (n=2) faz uso de alimentos. No grupo
dos cirurgides dentistas 21,7% (n=5) faz uso de anéis; 34,8% (n=8) faz
uso de alianga; 4,3% (n=1) faz uso de unhas grandes e 39,1% (n=9) faz
uso de uniforme limpo. Dos auxiliares de sadde bucal 25,0% (n=3) faz
uso de anéis; 16,7% (n=2) faz uso de alianca e 58,3% (n=7) faz uso de
uniforme limpo. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos em relacdo aos acessorios utilizados durante a jornada de
trabalho; (p<0,05). Através da analise de residuos ajustados, pode-se
evidenciar no grupo dos funcionarios da UTI quando comparado aos
outros grupos que: sdo 0s que mais fazem uso de reldgios durante a
jornada de trabalho; os que menos fazem uso de uniforme limpo; os que
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mais fazem uso de pulseiras; 0s que mais utilizam o mesmo uniforme
que utilizou em outro estabelecimento e os que mais fazem uso de
alimentos durante a jornada de trabalho.

Tabela 11 — Aspectos da jornada de trabalho.

g B ” L3 Diferen
Duranteasua .2 = S 8 23S ca
jornada de £ SE .2 g2 4
trabalhovoce  § S22 & 3  Grupos
< T O &
Fazusode n 2 4 0 0 X2=
relégio % 38% 19,0%  0,0% 0,0% 40,427
Faz uso de n 8 3 5 3 p=
anéis % 154% 143% 21,7%  25,0% 0,019
Faz uso de n 11 2 8 2 p<0,05
alianca % 212% 95% 34,8% 16,7%
Faz uso de n 1 0 0 0
oculos % 1,9% 0,0% 0,0% 0,0%
Faz uso de n 3 0 1 0
unhas % 5,8% 0,0% 4,3% 0,0%
grandes
Faz uso de n 26 5 9 7
uniforme % 50,0% 238% 39,1% 58,3%
limpo
Faz uso de n 1 3 0 0
pulseiras % 1,9% 143%  0,0% 0,0%
Faz uso de n 0 2 0 0

mesmo % 0,0% 9,5% 0,0% 0,0%
uniforme que
usou em
outro
estabelecime
nto de saude

Faz uso de n 0 2 0 0
alimentos % 0,0% 9,5% 0,0% 0,0%
Total n 52 21 23 12

% 100,0 100,0 100,0 100,0
% % % %
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Teste estatistico Empregado: Teste Qui-Quadrado: *Razéo de
Verossimilhanca.

5. DISCUSSAO

A Colonizacdo humana por Staphylococcus aureus, varia entre
(30-50%), em pessoas saudaveis. Esta taxa varia de regido para regiao e
também em diferentes populagdes (Lowy, 1998). Cooper et al., (2003),
relataram que S. aureus normalmente coloniza as narinas ou a pele de
cerca de 30% da populacdo. Este valor aumenta para 50% quando se
trata de profissionais da salde ou pessoas hospitalizadas na UTI. A
Colonizagéo por Staphylococcus aureus pode ocorrer em Vvarias partes
do corpo, incluindo pele, perineo, faringe, trato gastrointestinal, axilas e
orofaringe, mas o reservatorio principal sdo as narinas (Wertheim et al.,
2005). Estudos mostram que colonizacdo nasal deste micro-organismo,
varia entre 19.5% e 31.1%, com uma porcentagem de MRSA, entre
0.7% e 1.2% (Munckhof et al., 2009; Lamaro-Cardoso et al., 2009).

Em nosso estudo tanto a coloniza¢do nasal como salivar por
Staphylococcus aureus, em todos os grupos, ficou acima de 30%, ou
seja, acima da media da populacdo normal. Na Figura 7 demonstramos
gue a predominancia em todos os grupos é de colonizacdo nasal em
relacdo a salivar, exceto entre o grupo de cirurgibes-dentistas. Supde-se
gue esta maior colonizacéo salivar, neste grupo, seja devido ao tempo de
exercicio profissional (média 23 anos), dados estes obtidos no
questionario aplicado e também pela ineficiéncia e pelo uso inadequado
dos protetores faciais (Chen et al., 1992) coincidem com os dados
constatados neste estudo e descritos na tabela 7. Uma maior prevaléncia
de colonizacdo salivar sobre a nasal é demonstrada também na figura
7B que descreve 0s percentuaisobtidos quando o meio CHROMagar foi
utilizado para se obter o percentual de colonizagdo por MRSA.
Percentualmente também foi na saliva que nos grupos Universidade | e
Il ocorreu uma maior prevaléncia em relaco & colonizacdo nasal. A
relevancia destes dados estd no fato de que, diferentemente do que
sugere a maior parte da literatura, sobre os principais sitios de
colonizacdo destes micro-organismos, em estudos referentes as questoes
epidemiolGgicas sobre os mesmos, a cavidade oral é um sitio importante
de colonizacdo, e ndo deve ser ignorado. A mesma pode servir como um
reservatorio de MRSA para a colonizagdo de outros locais do proprio
corpo, outros pacientes ou profissionais da salde, portanto nosso estudo
estd em consonancia com o de (Martin et al., 1991).
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Importante ainda a constatacdo da elevada porcentagem de
colonizacdo nasal de Staphylococcus aureus (Figura 7A), em todos 0s
grupos, com indices proximos ou acima aos dos indices encontrados em
pacientes imunodeprimidos. Esta prevaléncia alta identificada nos
grupos caracteriza uma preocupacdo se levarmos em conta o estudo de
Hidron et al., (2005) que relatam que pacientes com infeccdo de pele e
de tecidos moles contaminados com Staphylococcus aureus apresentam
um risco maior para desenvolver MRSA e que somado ao surgimento de
colonizacdo por CA-MRSA representando um novo reservatorio de
MRSA e aumentando potencialmente o risco de transmissdo horizontal.
Na figura 7A fica evidenciada ainda em termos percentuais a hipotese
de que a colonizacdo Staphylococcus aureus em profissionais
relacionados a odontologia é tdo prevalente quanto a funcionarios de
UTls, corroborando com Martinez Ruiz, (2014). A mesma constatacao
pode ser sugerida através dos resultados da figura 7B que descreve os
percentuais obtidos de coloniza¢do por MRSA em cada um dos grupos,
guando foi utilizado o meio CHROMagar para se obter o percentual de
colonizacdo por MRSA. No entanto, na figura 7C, que representa a
porcentagem de colonizagdo nasal e salivar em cada um dos grupos por
MRSA, quando as amostras foram testadas através do TSA (Cefoxitina
e Oxacilina), evidencia-se que o grupo UTI, quando se trata de
colonizagcdo nasal e salivar, foi o grupo que apresentou maior
porcentagem de colonizagdo por MRSA, quando comparado aos demais.
Enfatizando-se que na universidade Il ndo ocorreu coloniza¢do por
MRSA em ambas as amostras (salivar e nasal). Da mesma forma na
figura 8E damos énfase ao grupo UTI, por apresentar uma alta e
estatisticamente significativa frequéncia de colonizagdo por MRSA,
guando as amostras foram testadas através do TSA, em rela¢do ao grupo
auxiliares em saude bucal e cirurgides-dentistas, nas amostras nasais.
Isto ndo ocorre quando comparamos a frequéncia de MRSA, nos outros
grupos, exceto na Universidade 11 que ndo teve colonizagdo por MRSA.
Nossos dados encontrados durante este estudo convergem com a
literatura e como dito anteriormente, descreve uma alta prevaléncia de
MRSA em UTIs (Ericson et al., 2015; Layer et al., 2015; Leone et al.,
2013).

Identificamos nos dados descritos no paragrafo acima, uma
situagdo de contradi¢do dos resultados obtidos em relacdo a colonizacéo
por MRSA, quando os meios CHROMagar foram utilizados para a
deteccdo de MRSA nas amostras de Staphylococcus aureus e quando
posteriormente as amostras consideradas resistentes pelo meio citado,
foram submetidos ao TSA. De acordo com a literatura Philippe et al.,
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(2014), o TSA deveria comprovar o0s resultados do meio cromogénico,
porém a prevaléncia em todos os grupos diminuiu, em ndmero de
colonizagbes de maneira acentuada ap6s o TSA. A razdo para estas
diferencas apresentadas possivelmente seja uma questdo de
sensibilidade e especificidade, ou seja, 0s meios cromogénicos sdo mais
sensiveis, porem o padrdo de especificidade é dado pelo TSA o que
reforca a confiabilidade nos resultados obtidos. No entanto, fica
novamente evidenciada se levarmos em consideracdo os dados do meio
CHROMagar a hipotese de que a colonizagdo Staphylococcus aureus
em profissionais relacionados a odontologia é tdo prevalente quanto a
funcionarios de UTls.

InfecgBes causadas por MRSA sempre foram limitadas a
hospitais, mas em anos recentes, infeccdes associadas ou adquiridas na
comunidade comecaram a ocorrer cada vez mais em individuos
saudaveis, sem qualquer fator de risco identificivel (Gelatti et al., 2009).
Um estudo por Ribeiro et al., (2014) mostrou uma prevaléncia de 38.2%
de pacientes com S. aureus nas Universidades. Ambientes onde séo
realizados procedimentos cirlrgicos, seja de pequeno ou grande
impacto, estdo mais susceptiveis a contaminacdo por MRSA (Klein et
al., 2008). A razdo para este elevado indice de colonizacdo ocorre
devido & introducdo de novos equipamentos e novas tecnologias, nos
ltimos anos na odontologia. Estes contribuem significativamente para
gue os ambientes clinicos sejam impregnados por aerossois biolégicos
(Cotone et al., 1991). Os mesmos sdo apresentados sob a forma de
particulas com propriedades fisicas tipicas tais como energia cinética e
de baixo peso molecular que podem atingir lugares distantes a sua
geracdo (Kurita et al., 2006). Crawford et al., (1983), relataram que esta
espécie de micro-organismo, pode permanecer no ambiente clinico e nas
superficies, por até cinco dias. Universidades sdo ambientes propicios a
colonizagBes. Roberts et al., (2011), apresentaram um estudo onde 8%
das superficies em clinicas odontolégicas de Universidades estavam
contaminadas com MRSA. Este estudo também sugere que superficies
de consultérios odontoldgicos e estudantes de odontologia podem ser
reservatorios de MRSA. Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
foram identificados em superficies de casas de estudantes de
odontologia, na comunidade e em universidades, sugerindo que estas
superficies colonizadas, podem ser reservatorios para a transmisséo de
MRSA na comunidade (Roberts et al., 2011).

Embora ndo tenha sido um dos objetivos deste estudo, os dados
relevantes de colonizagdo em estudantes de odontologia e por
consequéncia, possivelmente, também de professores, sugerem que
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atitudes devem ser tomadas em relacdo a esta maior possibilidade de
colonizacdo na academia. Constatamos, a este respeito dados relevantes
no que diz respeito a colonizagdo por MRSA, entre as universidades
amostradas quando as amostras foram testadas através do TSA. Na
Universidade Il, somente uma superficie apresentou colonizacdo por
MRSA, proveniente de uma amostra coletada do braco da cadeira do
operador e como dito anteriormente todos os académicos estavam
isentos de colonizacdo na Universidade Il (Figura 7C). No entanto a
mesma figura mostra taxas de colonizacdo para MRSA quando as
amostras foram testadas através do TSA na Universidade | de 35% e
10% nasal e salivar, respectivamente. Estudos adicionais devem ser
realizados para determinar se 0s dados comparativos de colonizagéo por
MRSA entre as duas universidades esta relacionada com as normas de
biosseguranca adotadas nas mesmas, uma vez que diferem basicamente
nos critérios de paramentacdo e ambas seguem as diretrizes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2006). Na figura 8C,
observamos que quando associamos a frequéncia de colonizacdo nasal
por MRSA, entre 0s grupos, esta é maior e estatisticamente significativa
na Universidade | em relacdo ao grupo de cirurgides-dentistas. Em
colonizacdo salivar ndo houve diferenca entre os grupos figura 8D.
Concluimos que um fator sugestivo dos motivos de maiores taxas de
colonizacdo na academia deve-se a maior quantidade de aerossol gerado
no ambiente das clinicas odontolégicas destas Universidades e a
ineficiéncia dos EPI(s) utilizados ou pelo seu uso de forma inadequada.
Em se tratando do uso inadequado por parte dos profissionais de
salde de EPI(s), os dados obtidos no questionario respondido pelos
voluntarios da pesquisa reforcam esta inadequacdo. A tabela 3 apresenta
a caracterizagdo da populagdo em estudo. Dentre a populagéo estudada,
todos alegam usar EPI’s em todos os procedimentos durante o
atendimento pacientes. No entanto, no questionario (Apéndice 1), foram
obtidos dados estatisticamente significativos, que nos levam a concluir
que, majoritariamente, os profissionais em seus grupos nao tém a
percepcdo que eles proprios, ou 0s pacientes estdo em risco de
colonizagdo por MSSA ou MRSA. Parece haver influéncia dessa
percepcdo nas atitudes, levando-os a ndo cumprir as recomendacdes
existentes dos padrdes de biosseguranca. O cuidado com os EPI(s)
inclui-se nas praticas menos implementadas, embora seja valorizada
pelos mesmos que responderam que 100% usam EPI(s). Além disso,
praticas do uso de antimicrobianos, sem que os mesmos tenham sido
prescritos por médicos ou cirurgiGes-dentistas, reforca ainda mais a ideia
de ndo percepcdo dos riscos que micro-organismos multirresistentes
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representam nos indices epidemioldgicos de salde publica. Além disso,
os dados obtidos neste estudo, em se tratando da colonizagdo por
Staphylococcus aureus e MRSA sugerem que estudos especificos
devem ser realizados em relacdo a seguranga do paciente e do
profissional, em se tratando do uso de EPIs, especialmente para protecdo
oral e nasal. A protecdo facial através de mascaras e respiradores séo
muito importantes, no entanto, ndo parecem ser suficientes na rotina e
nos protocolos de biosseguranca em consultorios e clinicas pertencentes
a academia. Corroborando com esta conclusdo, Chen et al., (1992)
relatam que, apesar de a mascara cirdrgica ser suficiente para eliminar as
bactérias exaladas por profissionais de salde, elas podem ndo ser
suficientes para eliminar particulas submicrométricas de aerossois, que
contém agentes patogénicos aos quais profissionais de salde sdo
potencialmente expostos, especialmente aos relacionados a odontologia.
Em uma revisdo sistematica com metanalise, Smith et al., (2016)
concluiram que enquanto respiradores N95 (no Brasil PFF2), parecem
ter uma grande vantagem de protecdo em relacdo as mascaras cirdrgicas,
0 estudo mostrou que ndo h& dados suficientes para determinar
definitivamente se respiradores N95, (PFF2), sdo superiores a mascaras
cirlrgicas para proteger profissionais da salde contra infeccOes
respiratorias agudas transmissiveis em ambientes clinicos. Os dados
apresentados por esses autores permeiam a ideia de que nas unidades de
salde, os procedimentos de controle de infeccdo devem seguir
protocolos rigorosos, especialmente no que diz respeito a prevencgao de
colonizacéo cruzada, incluindo ambientes odontoldgicos.

Agravando a possibilidade de colonizagdo ou infecc¢do cruzada,
além dos aspectos relacionados a ineficiéncia dos EPI(s) e de seu uso
inadequado, outros fatores, contribuem para a disseminacéo deste micro-
organismo. Superficies em ambientes ocupados por pacientes
colonizados e/ou contaminados por MRSA, podem ser transmitidos as
maos dos profissionais de salde, mesmo na auséncia de contato direto
com o mesmo (Schmitz et al., 1998). Esta afirmativa aplica-se, por
analogia, para equipamentos utilizados no tratamento de doentes com
MRSA. A hotelaria de nosocomios e objetos localizados neles também
podem atuar como transmissdo, pois sdo reservatérios de agentes
resistentes (Oie et al., 1996). Boyce et al., (1997), identificaram que 73%
dos quartos de pacientes estdo colonizados por MRSA e 69% destes
ambientes apresentam superficies colonizadas. Em nossos estudos das
40 amostras coletadas apenas 04 (9%) apresentaram colonizacdo por
Staphylococcus aureus, destas 02 (50%) apresentaram resisténcia
guando testadas através do meio cromogénico, porém estas mesmas
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duas ndo se apresentaram como resistentes quando o meio utilizado foi o
TSA.
A importancia deste micro-organismo, em termos de salde publica,
ndo esta apenas na sua capacidade de adquirir resisténcia a
antimicrobianos, mas sim na sua capacidade de adaptabilidade ao meio ao
qual esta inserido. Vrias teorias supde a forma de como Staphylococcus
aureus adquiriu a capacidade de se tornar resistente de origem
comunitaria. Dentre as mais aceitas esta a de que Staphylococcus aureus
susceptivel a meticilina MSSA, adquiriu o cassete estafilocdcico
cromossomo mec (SCCmec), que contém o gene mecA que, por sua vez,
codifica uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP), alterada, (PBP2' ou
PBP2a), com afinidade de ligacdo reduzida para a [R-lactimicos
(Hiramatsu et al.,, 2001). Além do fator resisténcia, embora
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina de origem comunitéria
(CA-MRSA), sejam sensiveis & varias classes de antimicrobianos, os
mesmos produzem uma toxina denominada, Panton Valentine
Leucocidina (PVL), que é considerado um dos mais importantes fatores
de viruléncia de Staphylococcus aureus. Esta toxina é responsavel pela
destruicdo de leucocitos, necrose de tecidos e apoptose e é considerada
como um marcador de MRSA adquirido na comunidade.

Neste estudo PVL, assim como, Gene mecA e femA, foram
detectados através da realizagdo de PCR (Polymerase Chain Reaction),
considerada padrdo ouro para determinacdo de CA-MRSA e para 0s genes
mecA e femA. Os resultados obtidos através de PCR séo os seguintes: do
total de 19 amostras, 11 foram positivas para a amplificacdo do gene
mecA, destas 04, com caracteristicas de origem comunitaria que foram
identificadas pela amplificacdo dos genes LukS-lukF (CDC 1981; CDC
2005).

Gragas a estas peculiaridades inerentes e na sua maioria,
exclusivas do Staphylococcus aureus, sua identificacdo e o uso de
medidas de controle para evitar a colonizagdo em profissionais, pacientes
e superficies e se possivel a descolonizacdo, sdo de extrema importancia,
no controle de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Salde (IRAS),
considerando que Staphylococcus aureus, expressa seus fatores de
viruléncia em adaptacéo ao hospedeiro e ao ambiente (Oogai et al., 2011).
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6. CONCLUSAO

Através deste estudo, confirmamos que a colonizacdo por
Staphylococcus aureus e MRSA em profissionais que atuam em
ambientes odontoldgicos pode ser tdo prevalente como os de uma UTI
Hospitalar. Em relacdo ao MRSA os dados do mesmo identificam através
da deteccdo do gene MecA que a incidéncia no meio odontolégico é no
minimo 03 vezes maior que a média das pessoas em geral que é de 0,7 a
1,2%, (Munckhof et al., 2009; Lamaro-Cardoso et al., 2009).
Provavelmente, as diferentes prevaléncias encontradas nos diferentes
estudos, derivem de fatores como a susceptibilidade do epitélio nasal e
salivar & colonizagdo por micro-organismos nos grupos étnicos estudados
e também devido as diferencas na metodologia utilizada para realizar
estudos de determinacdo fenotipica em microbiologia. Mesmo sem
determinar o risco absoluto da ocorréncia de uma possivel contaminagdo
cruzada por MRSA e Staphylococcus aureus em procedimentos
odontoldgicos, nosso estudo sugere uma associacdo de prevaléncia em
ambientes odontoldgicos e hospitalares. Futuros estudos sdo necessarios
para estabelecer uma associacdo direta entre infecces pos-operatdrias em
procedimentos invasivos e ndo invasivos realizados na préatica
odontoldgica.

Além disso, 0 mesmo traz contribuicbes no contexto das
InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Salde, que pode ter como
reservatdrio de bactérias multirresistentes os profissionais e superficies
portadores de Staphylococous aureus, especialmente MRSA, sendo este
de grande impacto tanto em ambientes de prestacdo de servicos de salde
como comunitarios. O seu reflexo para as ciéncias da salde decorre do
fato de ter sido investigado especialmente MRSA em diferentes grupos
envolvidos na assisténcia a salde. Diante desta premissa, ressalta-se a
importdncia da conscientizagdo do problema por parte de todos os
profissionais de salde e do trabalho a ser desenvolvido pelos mesmos, que
tenha como objetivos, 0 planejamento, avaliacdo e implementacdo de
medidas direcionadas ao controle de bactérias multirresistentes e
consequentemente de doengas infecciosas.
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Apéndice | — Instrumento de Caracterizacao Profissional

ANEXO C

Questionario aos académicos de Odontologia e Funcionarios da UTI: Colonizacao por

Staphylococcus aurens e Staphylococus aurens resistentes a meticilina em estudante de

odontologia da Universidade Extremo Sul Catarinense e funcionirios da UTI do

Hospital Sao José em Criciuima — Santa Catarina — Brasil e as interfaces com infecgoes

nosocomiais e ambulatoriais.

—_

. Caracterizagio do académico UNESC/Profissional UTI Hospital Sao José

1. a. Numero do Entrevistado

._
(=3

: Fase do curso (para os académicos)

—
o

: Data de Contratagao no Hospital (para funcionarios do Hospital)

—
(=N

: Data de Nascimento / /

1. e: Sexo

()

2.1.a:( )6 horas

2.1.b: ( )9 horas

2.1.¢:( ) 12horas
2.1.d:( )20 horas
2.1.e:( )30horas

2.1.f: () 36horas
2.1.g:( )40 horas

2.1. h: () acima de 40 horas
3. Voce apresenta quadros:
3.1 Faringites?

3.1. a () Frequentemente
3.1.b () As vezes

3.1. ¢ ( ) Raramente
3.1.d( ) Nunca

3.2 Amigdalites?
3.2.a () Frequentemente
32.b() As vezes

Quantas horas vocé permanece nas clinicas odontologicas/UTI semanalmente?



3.2. ¢ () Raramente
3.2.d( ) Nunca

3.3 Sinusites?

[
(5]

.a () Frequentemente

.b() As vezes

[
[

3.3. ¢ ( ) Raramente

3.3.d( ) Nunca

4. Voce faz uso de antissépticos orais (Cepacol, Listerine, Plax, Anapion, outros)?
4.a()Sm 4.b( )Nao
4

. C Quantas vezes ao dia?

N

. Vocé fez uso de antimicrobianos recentemente?
.a( )Sim 5.b( )Nao
. ¢ Quando?

. d Quais?

n

n

N

N

. @ Durante quanto tempo?

6. Voce utiliza antimicrobianos por conta prépria?
6.a( )Sim 6.b( )Nio
6. ¢ Frequencia:

6.d( )Sempre 6.e( ) Esporadicamente 6.f( )Nunca

6. g Quais:

7. Vocé prepara e administra antimicrobianos?

7.a( )Sim 7.b( )Nao

7.2 Em caso afirmativo com que frequencia?

7.2.a( )Sempre 7.2.b( )Esporadicamente 7.2.c( ) Nunca
7.2 d: Qual (is)

8. Voce utiliza Equipamento de Prote¢do Individual (EPI) ao atender o paciente?
8.1()Smm 82( )Nao

8.2 Se afirmativo assinale qual(is)
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8.2. a( ) Mascara
8.2.b A troca de mascara ¢ feita com que frequéncia

8.2.¢( ) Sempre 8.2 d( )Esporadicamente 82.e( )Nunca

9.( ) Luvas
9. a A troca de luvas ¢é feita com que frequéncia:

9.b( ) Sempre 9.c () Esporadicamente 9.d () Nunca

10 () Jaleco (avental de mangas longas)
10. a A troca de jalecos ¢ feita com que frequéncia:

10.b () Sempre 10.c ( ) Esporadicamente 10.d () Nunca

11. ( ) Gorro
1
1

.a A troca de gorros ¢ feita com que frequéncia:

.b()Sempre 11.c( )Esporadicamente 11.d( )Nunca

12. () Oculos de Protecio:
12. a A troca de oculos ¢ feita com que frequencia:

12.b( ) Sempre 12.c ( ) Esporadicamente 1l.e( ) Nunca

—
%)

. Com qual frequéncia voce higieniza as maos?

—
[

.a( ) Sempre 13.b () Esporadicamente 13.c ( ) Nunca

14. Um profissional de satide colonizado por germes resistentes aos antimicrobianos oferece
algum risco para a equipe de satde e para os clientes?
14.a( )Sim 14b( ) Nao

14. ¢ Que tipo de risco?

15 Na sua opinido existe algum profissional de satide mais suscetivel a colonizagio por
germes resistentes aos antimicrobianos

15.a( )Sim 15.b( )Nio

16. Quanto a gravidade das doengas, como vocé considera as causadas por germes resistentes
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aos antimicrobianos? Assinale as alternativas que considere corretas.

16 a. ( ) Sao como quaisquer outras

16.
16.
16.

b () Estao associados ao maior indice de mortalidade
¢ () Sao de dificil tratamento

d () O tratamento pode ser inexistente

16 e () outros; cite-os

17.
17.

18.

Vocé tem conhecimento sobre germes resistentes aos antimicrobianos?

a( )Sim 17.b( ) Nao

Para voce o que dificulta o uso de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) pelo

profissional de saude?

18.
18.
18.
18.
18.
18.
18.
18.
18.

a () Interfere no trabalho

b () Acesso dificil aos EPI(s)

¢ () Inabilidade para seu uso

d () Desconhecimento da indica¢do de uso

e () Nao estdo disponiveis na unidade em quantidades suficientes
f () Esquecimento

g () Acha desnecessario

h () Desconfortavel

1( ) Compromete o visual

18.j () Outros

19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.

20.

Durante a sua jornada de trabalho. voceé:

a () Faz uso de anéis

b ( ) Faz uso de alianga

¢ () Faz uso de pulseiras

d () Faz uso de relogios

e ( ) Faz uso de unhas grandes

f () Faz uso de uniforme limpo

g () Faz uso de mesmo uniforme que usou em outro estabelecimento de satude

h () Faz uso de alimentos

Deseja acrescentar algo?
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Anexo | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Voce esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa:
COLONIZACAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS E
STAHPHYLOCOCUS AUREUS RESISTENTES A METICILINA EM
ESTUDANTES DE ODONTOLOGIA DA UNIVERSIDADE EXTREMO
SUL CATARINENSE E FUNCIONARIOS DA UTI DO HOSPITAL SAO
JOSE EM CRICIUMA - SANTA CATARINA - BRASIL E AS
INTERFACES COM INFECCOES NOSOCOMIAIS E AMBULATORIAS

Justificativa do estudo: Nos dias atuais a preocupagio com a presenca de micro-organismos
faz parte da rotina estabelecida em consultérios odontologicos e em ambientes hospitalares. A
presenga destes patogenos torna-se motivo de preocupagao entre as medidas de biosseguranga
que sdo adotadas durante o atendimento, tentando evitar a contaminagdo cruzada. O
Staphylococcus aureus € um microrganismo que habita os locais proximos aos locais de
atuagdo do Cirurgido Dentista. ou seja: a cavidade oral, garganta e também o nariz. Por outro
lado, Staphylococcus aureurs resistentes a meticilina (MRS4) quando causam infecgdes no ser
humano, estas apresentam um grande numero de morbidades e mortalidades em hospitais.
Nestas situacdes estes patogenos sdo resistentes a multiplas classes de antibidticos, o MRS4
adquirido na comunidade era suscetivel a eritromicina, azitromicina, tetraciclina, etc. e demais
antibidticos e geneticamente foi adquirindo resisténcia (SEVENS, et al. 2007). Por este
motivo a pesquisa de sua identificacdo molecular em estabelecimentos ambulatoriais, tais
como consultorios odontologicos e em UTI(s) e em profissionais da Odontologia. assim como
em funcionarios de Unidades de Terapias Intensivas, torna-se nos dias de hoje extremamente
importante.

Objetivo do estudo: Este trabalho se propde a isolar e caracterizar cepas de MRSA e de
MSSA em superticies clinicas odontologicas e UTI hospitalar (funcionarios e superficies).
quantificar a prevaléncia de académicos e funciondrios da UTI hospitalar colonizados por
Stafilococcus aureus resistentes a meticilina, que frequentam a clinica escola do curso de
odontologia s trabalham na UTI do Hospital Sao José de Criciima-SC.

Proposta do Estudo: O Sr (a) esta sendo
convidado (a) a participar deste estudo., que busca definir a possibilidade de contaminagdo por
Staphylococus aureus resistentes a meticilina em Odontologia da UNESC e em Funcionarios
da UTI do Hospital Sao José

Explicacio dos procedimentos:
Serdo coletadas amostras nasais através de swab (espécie de cotonete mais alongado). Este
procedimento sera realizado uma tnica vez a partir de seu consentimento e por pessoas
previamente treinadas para tanto.

Beneficios

Pode haver beneficio direto sobre o controle da colonizagdo por Sraphylococcus aureus
resistentes ou ndo a meticilina adquirido e que encontra-se presente em seu organismo. O
encaminhamento, orientagdes e prescrigdes para esta descolonizacao deste micro-organismo
devera contribuir para sua satide geral.
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Desconfortos e Riscos

Os desconfortos conhecidos sao aqueles relacionados com a retirada do material para anélise
de dentro de seu nariz Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos critérios da
ética em pesquisa com seres humanos conforme resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de
Satde.

Participacao voluntiria no estudo

A participacao neste estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar, bem como
cancelar sua participagdo a qualquer momento do mesmo. Esta decisio ndo afetara de
nenhuma maneira os cuidados médicos que lhe serdo oferecidos.

Confidencialidade:

Seu prontuario médico poderd ser consultado pelos profissionais envolvidos no estudo.
Entretanto, o seu nome ndo sera mencionado em publicagdes ou relatérios produzidos para
este. Sera garantido a manutengdo do sigilo e da privacidade dos participantes da pesquisa
durante todas as fases da mesma.

Armazenamento de amostras:

As amostras serdo armazenadas no Laboratério de Fisiopatologia Experimental da UNESC
para a realizagdo das analises. Se no futuro houver necessidade de dosagem de outras
substancias o paciente ou responsavel serao contatados para nova autorizagao para uso deste
material.

Custos de Participacio: A participa¢do no estudo ndo acarretara custos para vocé ndo sera
disponivel nenhuma compensagao financeira adicional.

Forma de acompanhamento e assisténcia:
Todos os participantes serdo acompanhados se necessario no decorrer do estudo nas consultas
pré-agendadas, por telefone ou nas Clinicas Integradas da UNESC.

Consentimento para a participacao no estudo

A sua assinatura significa que vocé leu este formulario, ou que ele foi lido para voce, que lhe
foram dadas todas as explicacdes sobre o estudo, que voceé recebeu respostas para as suas
duvidas, esta satisfeito com as informagdes que lhe foram dadas e concordou com a
participacao no estudo

Eu,

abaixo assinado, fui informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas
informagoes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar. Em caso de dividas
poderei chamar o(a) Coordenador(a) do estudo Prof. Dr. Felipe Dal- Pizzol no telefone (48)
99885483, os pesquisadores responsaveis Wolnei Luiz Centenaro no telefone (54) 91066294.
Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
duvidas.
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Assinatura:

Data:

Prof. Dr. Felipe Dal-Pizzol Orientador
Assinatura

Data

Wolnei Luiz Amado Centenaro Pesquisador

Assinatura

Data:
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ANEXO Il - PARECER CONSUBSTANCIADO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE DO EXTREMO Plataforma
SUL CATARINENSE - UNESC %ﬁﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COLONIZAGAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS E STAHPHYLOCOCUS
AUREUS RESISTENTES A METICILINA EM ESTUDANTES DE ODONTOLOGIA E
FUNCIONARIOS DE UMA UTI GERAL E AS INTERFACES COM INFECCOES
NOSOCOMIAIS E AMBULATORIAIS.

Pesquisador: felipe dal pizzol

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 37760114.2.0000.0119

Instituicdo Proponente: Universidade do Extremo Sul Catarinense
Patrocinador Principal: Universidade do Extremo Sul Catarinense

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 887.907
Data da Relatoria: 29/10/2014

Apresentagao do Projeto:

A presente pesquisa tem por objetivo verificar a colonizacdo por STAPHYLOCOCCUS AUREUS E
STAHPHYLOCOCUS AUREUS RESISTENTES A METICILINA em estudantes de odontologia e
funcionarios de uma UTI geral e as interfaces com infecgdes nosocomiais e ambulatoriais de um hospital da
regido do extremo sul catarinense. com uma amostra de 27 estudantes e 30 funcicnarios selecionados
aleatoriamente.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

-Isolar e caracterizar cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococus aureus

resistentes a meticilina em superficies clinicas odontolégicas e em académicos de um curso
de odontologia além das superficies clinicas e funcionarios de uma UTI geral

Objetivos Especificos:

-Quantificar a prevaléncia de académicos do curso de Odontologia e funcionarios da
UTI geral colonizados por Staphylococcus aureus e Staphylococus aureus resistentes a

Enderego: Avenida Universitaria, 1105

Bairro: Universitario CEP: 88.806-000
UF: SC Municipio: CRICIUMA
Telefone: (48)3431-2723 Fax: (48)3431-2750 E-mail: cetica@unesc.net
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO PlataForma
SUL CATARINENSE - UNESC %oﬂl

Continuagdo do Parecer: 887.907

meticilina;

-Caracterizar do ponto de vista molecular as cepas isoladas de Staphylococus aureus

resistentes & meticilina;

-Tracar o perfil dos profissionais e académicos colonizados por Staphylococcus aureus

e Staphylococus aureus resistentes a meticilina, e a ades&o dos mesmos as medidas de

precaucdo-padréo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A presente pesquisa, resguardado a confidencialidade dos dados pessoais dos participantes ndo apresenta
maiores riscos aos mesmos, pode ocorrer um leve desconforto na coleta de material para a cultura nasal
mas nada que comprometa a pesquisa. Quanto aos beneficios a presente pesquisa pode contribuir para um
melhor entendimento das infec¢des hospitalares e ambulatoriais.

Comentarios e ConsideragGes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante e que apresenta condigdes de ser realizada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagédo obrigatéria:
Os termos de apresentag&o obrigatéria estdo adequados.

Recomendagées:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
A presente pesquisa ndo apresenta pendéncias ou inadequacdes.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagédo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Endereco: Avenida Universitaria, 1105

Bairro: Universitario CEP: 88.806-000
UF: sC Municipio: CRICIUMA
Telefone: (48)3431-2723 Fax: (48)3431-2750 E-mail: cetica@unesc net
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO Plotaforma
SUL CATARINENSE - UNESC %uﬂl

Continuagdo do Parecer: 887.907

CRICIUMA, 27 de Novembro de 2014

Assinado por:
RENAN ANTONIO CERETTA

(Coordenador)
Enderego: Avenida Universitaria, 1105
Bairro: Universitario CEP: 88.806-000
UF: SC Municipio: CRICIUMA
Telefone: (48)3431-2723 Fax: (48)3431-2750 E-mail: cetica@unesc.net
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