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Artigo Original

Perfil fenotipico e genotipico de Staphylococcus aureus
isolados de estudantes de enfermagem, 2008*

Phenotypic and genotypic profile of Staphylococcus aurens isolated in nursing students, 2008

Perfil fenotipico y genotipico del Staphylococcus aurens aislados de estudiantes de enfermeria, 2008

Suelen Teixeira Faria', Aline Cristina Rissato Piekarski!, Maria Cristina
Bronharo Tognim?, Sueli Donizete Borelli’, Joao Bedendo*

RESUMO

Objetivo: Verificar a prevaléncia de carreamento nasal, perfil fenotipico e genotipico de S. aureuns isolados de estudantes de enfermagem.
Métodos: Estudo transversal, com populagio composta por 101 alunos, cursando as trés primeiras séries do curso de graduacio em
Enfermagem no ano de 2008. . aureus foi isolado de material biolégico obtido dos vestibulos nasais através de swab. A susceptibilidade a
oxacilina e vancomicina foi determinada pelo teste de concentracio inibitéria minima. A presenca do gene MeeA foi determinada pelo teste
de reacdo em cadeia da polimerase. Resultados: Verificou-se 90,1% de positividade para S. aurens. A frequéncia de resisténcia a oxacilina foi
de 9,8% e todas as amostras foram sensiveis 4 vancomicina. A oito amostras resistentes A oxacilina apresentaram o gene MecA. Conclusio:
A prevaléncia foi elevada. A resisténcia a oxacilna foi expressiva e todas as amostras foram sensiveis a vancomicina. As amostras resistentes
a oxacilina carreavam o gene MecA.

Desctitores: Staphylococcus anrens; Resisténcia; Colonizacio

ABSTRACT

Objective: To investigate the prevalence of nasal entrainment, phenotypic and genotypic profile of Staphylococcus anreus, as isolated from
nursing students. Methods: A cross-sectional population of 101 students enrolled in the first three grades of the undergraduate nursing
course in 2008. Staphylococcus anrens was isolated from biological material obtained from the swab through the nasal vestibules. Susceptibility
to oxacillin and vancomycin was determined by minimum inhibitory concentration test. The mecA gene was identified by testing the
polymerase chain reaction. Results: There was a 90.1% positive finding of Szaphylococcus aurens. The frequency of oxacillin resistance was
9.8%; all samples were sensitive to vancomycin. The eight strains resistant to oxacillin carried the mecA gene. Conclusion: The prevalence
of Staphylococcus aurens was high. Oxacillin resistance was significant, but all strains were sensitive to vancomycin. Isolates resistant to
oxacillin carried the mecA gene.

Keywords: Staphylococcus aurens; Drug resistance; Colonization

RESUMEN

Objetivo: Verificar la prevalencia de transporte nasal, perfil fenotipico y genotipico de S. aureus aislados de estudiantes de enfermerfa.
Métodos: Estudio transversal, con poblaciéon compuesta por 101 alumnos, cursando las tres primeras series del Pregrado en Enfermetia en
el afio 2008. E1 §. aureus fue aislado del material biolégico obtenido de los vestibulos nasales a través de swab. La susceptibilidad a la oxacilina
y vancomicina fue determinada por el test de concentracién inhibitoria minima. La presencia del gen MecA fue determinada por el test de
reaccién en cadena de la polimerasa. Resultados: Se verificé el 90,1% de positividad para el S. aurens. La frecuencia de resistencia a la
oxacilina fue de 9,8% y todas las muestras fueron sensibles a la vancomicina. Las ocho muestras resistentes a la oxacilina presentaron el gen
MecA. Conclusion: La prevalencia fue elevada. La resistencia a la oxacilina fue expresiva y todas las muestras fueron sensibles a la
vancomicina. Las muestras resistentes a la oxacilina transportaban el gen MecA.

Descriptores: Staphylococcus anrens; Resisténcia; Colonizacién
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INTRODUCAO

Staphylococcus aurens (S. aurens) é um importante
patdgeno envolvido na etiologia das infec¢des humanas,
sendo encontrado, como flora normal, nas fossas nasais,
vitilia e axilas®.

A colonizagao nasal de §. awureus é a principal
responsavel pela colonizacdo da superficie cutinea,
tornando-se motivo de preocupag¢io ao considerarmos
a prevaléncia destes micro-organismos na populagio e
entre os trabalhadores hospitalares®?. A identifica¢io
do portador nasal de . awurens é importante para que se
possa compreender a epidemiologia das infec¢oes™,
avaliar o risco para a sua aquisi¢ao e transmissao®?.

A prevaléncia de portadores assintomaticos de . azreus,
entre individuos da comunidade universitaria tem sido de
40%, sendo observado um percentual expressivo de
cepas multirresistentes, particularmente entre aqueles
elementos que fazem parte do staff hospitalar®. A
colonizagio de trabalhadores em ambiente hospitalar pode
variar de 30% a 70%, podendo atingir 90%, dependendo
das condi¢oes ambientais, dos pacientes atendidos, do uso
de antimicrobianos e da prépria estrutura do hospital. Em
adultos sem ligacio com o ambiente hospitalar, a variacio
devetia se limitar entre 20% e 50%®.

Estudantes do Curso de Enfermagem da Universidade
Estadual de Maringa inicialmente desenvolvem sua
formagdo académica em ambientes extra hospitalar que,
posteriormente, é concluida com estagios praticos em
hospitais, Centros e Postos de Saude. Esta mudanca de
ambiente durante a formagio académica poderia implicar,
para esses individuos, uma alteragdo na frequéncia de
carreamento nasal de S. aurens, bem como mudanca no
petfil fenotipico e genotipico das cepas albergadas.

Ao longo dos anos, S aurens de origem hospitalar
tornou-se, resistente a maioria das drogas usualmente
empregadas na pratica clinica e, atualmente, um petcentual
significativo destas estirpes, de procedéncia comunitatia,
também tem apresentado multirresisténcia®. A oxacilina
¢ um importante marcador de resisténcia para outros
antimicrobianos e, na atualidade, diversos estudos vém
demonstrando aumento da frequéncia de resisténcia a esta
droga entre cepas de S. awreus, tanto de origem
comunitaria como hospitalar®!”.

Hoje, no Brasil, o uso da vancomicina representa
uma das udltimas linhas de tratamento da infec¢io
estafilocécica, sendo ainda escassos os estudos que
demonstraram o isolamento de estirpes resistentes. Esta
resisténcia, entretanto, ja se encontra disseminada em
diversos paises, conforme relatado em alguns
estudos®”!V e a vigilancia epidemioldgica é importante
para detectar o surgimento de resisténcia em nosso meio.

A partir da década de 1990, intensificaram-se os
relatos de infec¢bes associadas a resisténcia a oxacilina e
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a vancomicina. O Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) recomenda que a deteccdao destas
resisténcias seja realizada pelo teste de Determinac¢ao da
Concentracio Inibitéria Minima (CIM)"?. O CIM é um
método considerado padrio para a avaliacdo quantitativa
da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos®.

A producio de penicilinas semissintética, a partir de
1959 resultou na criagio da meticilina que contém um
anel betalactimico que interage com as proteinas ligadoras
de penicilina da membrana, impedindo a formacgéo
completa da camada de peptideoglicano da parede
celular bacteriana. O gene mecA, responsavel pela
resisténcia a meticilina altera essas proteinas de
membrana, codificando uma nova proteina de ligagao
denominada PBP2a com baixa afinidade por a-
lactamicos, e dois genes regulatorios, o mecl e o mecRl,
constituindo o complexo cromossémico mec
estafilocéeico (SCCmec). O gene que codifica a resisténcia
bacteriana as drogas pode localizar-se no cromossomo
ou em plasmideos, sendo o DNA plasmidial transmitido
mais facilmente por conjugacio®. A identificacio do
tipo de resisténcia e a forma pela qual é transmitida é
um instrumental importante na prevencao e controle da
infeccio estafilocécica®™!?,

O presente estudo teve por objetivo verificar a
prevaléncia do carreamento nasal de S. aurens entre
estudantes de enfermagem de uma Universidade
Estadual do Parand e os perfis genotipico e fenotipico
das amostras isoladas.

METODOS

E uma pesquisa do tipo transversal, realizada entre
maio e dezembro de 2008 e a populagido envolvida
compos-se por 101 académicos de enfermagem da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), distribuidos
da seguinte forma: 40 alunos do 1° ano de graduacio,
27 do 2° ano de graduacio e 24 do 3° ano de graduacio.

Participaram da pesquisa todos os académicos de
enfermagem que concordaram e que no momento da
coleta ndo apresentavam sinais e sintomas clinicos de
infec¢io. Foram respeitados todos os preceitos contidos
na Resolucio 196/96 do Conselho Nacional de Satude!?,
do Ministério da Saide, que disciplina as pesquisas com
Seres Humanos e aprovados pelo Comité Permanente
de Etica em Pesquisa, envolvendo seres humanos
(COPEP) da UEM sob o Parecer n.° 536/2008.

Os alunos foram orientados quanto aos objetivos da
pesquisa e as duvidas foram esclarecidas, antes da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e do preenchimento de um
questionario estruturado que foi enumerado para facilitar
a tabulacdo dos dados.

Os S. aurens foram isolados com base no material
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biolégico dos vestibulos nasais, empregando-se swab
estéril que, posteriormente, foi armazenado em tubos
contendo caldo de Soja Tripticaseina (TSB) enriquecido
com 6,5% de Cloreto de Sédio (NaCl). O cultivo
bacteriano inicial deu-se em estufa a 37° C overnight.

Em seguida, o caldo de crescimento foi semeado
na superficie de placas de Petri (90X15mm), contendo
Agar Manitol Salgado (AMS), (Becton Dicksenson and
Company, BD Diagnostic Systems, USA), com e sem
oxacilina, em uma concentracio de 4llg/ml e incubado,
novamente, por 24-48 horas a 37° C. Nesta etapa de
semeadura, foram utilizadas amostras controle de S.
anrens da American Type Culture Collection (ATCC), sendo
uma amostras sensivel a oxacilina (ATCC 25923) e uma
resistente (ATCC 43300).

Colonias suspeitas de pertencerem a S. aureus foram
submetidas ao teste de Coloracio de Gram e as
identificadas como cocos Gram positivo agrupadas em
cachos, foram transferidas para TSB adicionado 6,5% de
NaCl. Ap6s 6 horas de incubacio, foi realizado o Teste de
Coagulase em tubo empregando-se plasma de coelho
liofilizado (Coagulo-Plasma LB, Laborclin produtos para
laboratorio Ltda, Pinhais Parana, Brasil). Os S. aureus foi
identificado ap6s a formacio de um coagulo sendo as
leituras realizadas em 30 min., 4 horas e 24 horas®9.

Ap6s a identificagdo, as amostras de S. aurens foram
submetidas ao teste para determinaciao da Concentragio
Inibitéria Minima (CIM) em meio sélido para oxacilina e
vancomicina, e o Teste de Disco Difusdo para os seguintes
antimicrobianos: penicilina G, oxacilina, cefoxitina,
eritromicina, clindamicina, trimetropina sulfametoxazol,
vancomicina, telittomicina, linezolida, tetraciclina, doxiciclina,
rifampicina, gentamicina, ofloxacina e teicoplanina,
conforme protocolo do CLSI'?.

Para o CIM, foram usadas diferentes concentracoes
de antimicrobianos, iniciando com 0,06 pg/ml até 256
Ug/ml para a oxacilina e de 0,06 ug/ml até 16 pg/ml
para a vancomicina. A amostra controle ATCC 29213
foi utilizada como controle negativo para ambos os
antimicrobianos e como controle positivo para a
oxacilina empregou se a ATCC 33591.

O DNA bacteriano foi extraido por intermédio da
metodologia proposta por pesquisadores’”, com
algumas alteragdes. As amostras, apos plaqueadas em
Agar Miller Hinton, foram transferidas para eppendorf
contendo Tris-EDTA (TE) e centrifugadas a 8000 rpm.
O sobrenadante foi desprezado e o pellet suspenso em
600 pl de Cetyl Trimethylammonium Bromide (CTAB)
e 40 ul de cloroférmio alcool-iso-amilico (CIA), e, em
seguida, aquecidos em banho-matia a 65°C por 30 min.
Posteriormente, foram acrescentados 800 ul de CIA e
centrifugados a 12000 rpm por 5 min. Aproximadamente
600 ul do sobrenadante foram transferidos para um tubo
eppendorf, adicionou-se igual volume de isopropanol
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gelado e que foi deixado em freezer a -20°C overnight
para a preciptagio do DNA. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 14000 rpm a 4°C por 20 minutos,
eliminando-se o sobrenadante. Ao pellet, foram
adicionados 200 pl de etanol 70%., centrifugou-se a 14000
rpm e a seguir eliminou-se o sobrenadante. Apos a
secagem, o DNA obtido foi diluido em 200 pl de TE e
armazenado em freezer a -20° C.

As amostras de S. axreus identificadas como
resistentes a oxacilina foram avaliadas pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificagdo
do gene Mec A, conforme a metodologia proposta por
Vannuffel™, com algumas altera¢oes. Para a reagio com
25 ul, foram utilizados como reagentes, 12,1 pl de agua
Milli Q estéril, 2,5 pl de Tampao 10X, 0,4 ul de Taq
polimerase 5U/L, 1,5 ul de dNTP 200 uM, 1,5 pl de
Cloreto de Magnésio, 1,5 ul de cada primer a 50 pmol,
e 3,0 ul de DNA. As reacoes foram realizadas em
termociclador com a seguinte ciclagem: 95°C por 10
minutos, 30 ciclos de: 95°C por 30 segundos, 52 °C
por 30 segundos., 72 °C por 1 minuto., e um ciclo final
a 72 °C por 10 minutos. A cepa S. aurens ATCC 33591,
foi empregada como controle positivo na reacdo de
PCR. A eletroforese dos produtos amplificados foi
realizada em gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etidio, por 1h a 90 volts. A detecgao de um
fragmento com 154 pares de base (PB) confirmou a
presenca do gene MeeA.

RESULTADOS

Dentre os 101 voluntarios amostrados, verificou-se
uma positividade de 90,1% (91/101) para o S. aureus.
A idade dos individuos variou entre 17 € 33 anos, com
59,3% entre 17 e 20 anos.

Todas as amostras foram sensiveis 2 vancomicina, e
o CIM vatiou entre 0,50g/ml e 2ug/ml. Em relacdo a
oxacilina, oito amostras foram resistentes e destas, sete
apresentavam um CIM em relacdo a vancomicina de
Zp,g/rnl. Os dados da Tabela 1 apresentam a
distribui¢ao acumulativa da CIM para oxacilina nos
diferentes anos da graduagio.

Com relagido ao antibiograma, observou-se um
aumento da resisténcia bacteriana com o decorrer dos
anos de graduacio, o que pode ser observado nos dados
da Tabela 2. As amostras resistentes a oxacilina
apresentaram 100% (8/8) de resisténcia a penicilina, ao
trimetropina-sulfametoxazol e a tetraciclina, 87,5% (7/
8) de resisténcia a eritromicina e a telitromicina, e 75%
(6/8) de resisténcia a clindamicina e a doxiciclina.

As amostras resistentes a oxacilina pelo método do
CIM foram submetidas a técnica de PCR, pois todas
apresentaram o gene Mec A, conforme mostrado nos
dados da Figura 1.

Acta Paul Enferm 2011;24(2):213-8.
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Tabela 1— Distribui¢io acumulativa da concentragdo inibitéria minima para oxacilina observada entre os diferentes
anos do curso de graduagdo em Enfermagem da Universidade Estadual de Maringa. Maringa - PR, 2008.

pg/ml 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 CIMsy CIMy Total
leano 10 18 5 3 2 0 0 0 1 0 0 1 0,25 1 40
20 ano 5 15 1 4 1 1 o 0 0 0 0 0 0,25 1 27
30 ano 0 11 6 2 0 1 1 o 0 3 0 0 0,50 64 24
Total 15 4 12 9 3 2 1 0 1 3 0 1 0,25 2 91

Tabela 2 — Distribui¢do da resisténcia aos antimicrobianos nos diferentes anos do curso de graduag¢io em
enfermagem da Universidade Estadual de Maringa. Maringa - PR, 2008.

Antimicrobianos 1°ano % 2°ano % 3%°ano % Toal oA

Penicilina 33/40 82,2 26/27 92,6 24/24 91,7 80/91 87,9
Oxacilina 4/40 10,0 2/27 74 6/24 250 12/91 132
Cefoxetina 25/40 62,2 8/27 296 6/24 250 39/91 429
Eritromidna 26/40 65,0 26/27 963 23/24 958 75/91 824
Clindamicina 15/40 37,5 21/27 77,8 19/24 79,2 55/91 604
Trimetropina-sulfametoxazol  24/40 60,0 23/27 852 18/24 750 65/91 714
Vancomicina - - - - - - - -

Telitromicina 37/40 92,5 26/27 96,3 23/24 958 86/91 94,5
Linezolide - - - - - - - -

Tetraciclina 22/40 55,0 20/27 741 18/24 750 60/91 65,9
Doxiciclina 16/40 40,0 15/27 55,6 12/24 50,0 43/91 473
Rifampicina 17/40 425 13/27 481 11/24 458 41/91 451
Gentamicina 4/40 10,0 15/27 55,6 13/24 542 32/91 352
Ofloxacina 25/40 62,5 18/27 66,7 13/24 542 56/91 61,5
Teicoplamina 2/40 2,0 0 0 0 0 2/91 22

Canaleta 10: marcador de peso molecular 100pb DNA ladder;
Canaleta 9: controle positivo; Canaletas 1,2,3,4,5,6,7¢ 8: S.
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aureus isolados dos estudantes de enfermagem do curso de
Graduagao em Enfermagem da UEM em 2008.

Figura 1—Resultados do teste de Reagio em cadeia de
polimerase para determinacdo do gene MecA em
amostras de S. aureus isolados de estudantes de
graduagdo em enfermagem, 2008.

DISCUSSAO

Os estudantes do curso de enfermagem apresenta
um perfil caracteristico, composto sobretudo pelo sexo
feminino e por uma populacio jovem. Os alunos de
enfermagem nas universidades publicas, entre 17 e 19
anos, representam uma clientela de 48%%.

O S. anreus esta presente na pele e mucosas dos seres
humanos, em especial, nas fossas nasais. Individuos que

albergam S. aurens e ndo apresentam sintomatologia sao
genericamente conhecidos como “portadores sio”, e sio
considerados uma das principais fontes de transmissao
da infeccio, tanto nosocomial como comunitiria®®?”, Em
se tratando de portador assintomatico, particularmente
estudante durante a pratica académica hospitalar, é dificil
a aplicacio de medidas de prevencio e controle em razio
da proximidade fisica entre o prestador da assisténcia e o
paciente®.

A prevaléncia de carreamento nasal de . awreus entre
os 101 estudantes de enfermagem, investigados neste
estudo foi de 90,1% (91/101), uma prevaléncia alta.
Individuos que trabalham em ambiente hospitalar possuem
uma prevaléncia entre 30% e 70%, podendo atingir até
90%®. A utilizagio de TSB enriquecido com NaCl para
cultivo inicial incrementa o isolamento de S. aureus,
conforme ji demonstrado em outros estudos™*" .

A distribuicdo da frequéncia de carreamento nasal
de . anreus, de acordo com a periodicidade do curso,
mostrou que no primeiro ano 100% (40/40) eram
portadores; no 2°, 84,4% (27/32) e no 3°, 82,8% (24/
29). A taxa de carreamento nasal entre alunos do 1° ano
do curso em rela¢do aos demais deveria ser menot, pois,
além de serem procedentes da comunidade ndo mantém
estagio em hospitais e unidades basicas de saude,
resultado que nao se confirmou.

Acta Paul Enferm 2011;24(2):213-8.
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Entre as 91 amostras de S. awrens isoladas 8 (8,8%)
mostraram-se resistentes a oxacilina, e a faixa de
crescimento bacteriano deu-se entre 4 llg/m e 256 Hg/.
Este percentual é expressivo em se tratando de individuos
assintomaticos, pois a oxacilina é um importante
marcador de resisténcia para outros antimicrobianos,
como os aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol,
tetraciclina e fluoroquinolonas®. Taxas importantes de
resisténcia a oxacilina entre individuos assintomaticos da
comunidade também tém sido observadas por alguns
autores),

Todas as amostras avaliadas neste estudo foram
sensfveis a vancomicina . A susceptibilidade reduzida dos
S. aureus 2 vancomicina (VISA) surgiu, em 1996, no
Japao e, em 2002, nos Estados Unidos da América foi
identificada a primeira cepa resistente (VRSA)®?. No
Brasil, em 2000, foi encontrada a primeira cepa resistente
a vancomicina, em um hospital de Queimados no Rio
de Janeiro® entretanto esta dissemina¢ao ainda nio se
configurou em nosso meio, sendo restrita a casos
isolados.

As medidas de prevencio para aquisi¢ao de infec¢ao
por S. aureus incluem a descontamina¢io nasal. Um
agente topico bactericida vem sendo utilizado patra a
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