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RESUMO

Staphylococcus aureus oxacilina resistente € um dos principais patdgenos associados a etiologia das infeccGes
nosocomiais. Em recém-nascidos, a transmissdo de S. aureus pode ocorrer durante o parto, mas também por meio de
contato com familiares, profissionais da saude e ambiente. O estudo foi realizado num hospital universitario no
periodo de fevereiro a abril de 2007 e teve como objetivo determinar a freqiéncia de portadores nasais de S. aureus
entre recém-nascidos saudaveis, verificar o perfil de susceptibilidade das espécies isoladas frente aos antimicrobianos
usualmente empregados na pratica clinica e identificar a presenca do gene mecA, que codifica a resisténcia a
oxacilina. S. aureus foram isolados em 45 (90%) dos 50 individuos estudados e a resisténcia a oxacilina, determinada
pelo método da Concentragdo Inibitéria Minima, foi observada em 5 amostras (11,1%). Destas amostras, em 4 (80%)
foi detectada a presenca do gene mecA. Destarte, os profissionais de salde precisam estar particularmente atentos
para a identificacdo de carreadores de S. aureus, pois estdo diretamente envolvidos no cuidado e devem tomar
precaugdes para controlar e prevenir sua disseminagao.

Descritores: Staphylococcus aureus,; Resisténcia medicamentosa; Crianga.

ABSTRACT

Oxacillin resistant Staphylococcus aureus is a major pathogen associated with the etiology of nosocomial infections.
Transmission of S.aureus may occur in newborns during delivery, however, it can also occur through contact with
relatives, healthcare professionals and the environment. This study was carried out in a University hospital from
February to April of 2007, in order to investigate the frequency of S.aureus nasal carriers among healthy newborns;
the profile of susceptibility of isolated species to the antibiotics usually administered in clinical practice; and to identify
the presence of gene which encodes resistance to Oxacillin (mecA gene). Staphylococcus aureus was isolated in 45
(90%), out of the 50 subjects investigated. Oxacillin resistance, determined by measuring the Minimum Inhibitory
Concentration, was observed in 5 samples (11.1%). In 4 of the samples analyzed (80%), it was detected the
presence of the mecA gene. Therefore, healthcare professionals are advised to take particular attention in order to
identify the bearers/carriers of S. aureus, since such professionals are directly involved in providing care to patients;
thus they must take precautions to control and prevent the germ spread.

Descriptors: Staphylococcus aureus; Drug resistance; Newborns; Children.

RESUMEN

Staphylococcus aureus oxacilina resistente es uno de los principales patégenos asociados a la etiologia de las
infecciones nosocomiales. En recién nacidos, la transmision del S. aureus puede darse durante el parto, pero también
puede ocurrir por medio del contacto con familiares, profesionales de la salud o por el medio ambiente. El estudio se
realizé6 en un hospital universitario, en el periodo de febrero a abril de 2007 y tuvo como objetivo determinar la
frecuencia de portadores nasales del S. aureus entre recién nacidos sanos, comprobar el perfil de susceptibilidad de
las especies aisladas frente a los antimicrobianos que se emplean generalmente en la practica clinica y identificar la
presencia del gene mecA, que codifica la resistencia a la oxacilina. Se aislaron S. aureus en 45 (90%) de los 50
sujetos estudiados y en 5 muestras (11,1%) se observé resistencia a la oxacilina, determinada por el método de la
Concentracion Inhibitoria Minima. De esas muestras, en 4 de ellas (80%) se detectd la presencia del gene mec. A. Por
lo tanto, es necesario que los profesionales de salud estén particularmente atentos para la identificacion de agentes
del S. aureus, porque se encuentran directamente involucrados en el cuidado y deben tomar precauciones para
controlar y prevenir su diseminacion.

Descriptores: Staphylococcus aureus; Resistencia a medicamentos; Nifios.
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INTRODUGAO

Estima-se que entre 20% e 40% dos adultos sdo
portadores de Staphylococcus aureus, sendo a area
mais frequentemente colonizada, o vestibulo nasal
anterior®). A transmissdo cruzada pode ocorrer entre
profissionais de um hospital, entre familiares,
inclusive entre mae e filho(2),

Ao nascer, 0s recém-nascidos podem ser
colonizados por Staphylococcus aureus,
principalmente no coto umbilical, na area perineal, na
pele e, as vezes, no trato gastrointestinal. A
transmissao de mae para filho de S. aureus oxacilina
resistentes (ORSA) tem sido relatada na literatura,
sendo que pode ocorrer por via placentaria, bem
como por secregdes genitais. Além disso, a
transmissdo através do leite materno, resultando em
infeccdo no recém nascido, também tem sido
registrada®.

A transmissdo de ORSA de membros da familia
para o recém-nascido e prematuro também vem
sendo relatada, estudos identificaram uma taxa de
mulheres gravidas portadoras, variando entre 0,8% e
1,3%. O reconhecimento de que as maes podem
servir como reservatérios de ORSA implicam em uma
nova questdo no que se refere a proposicdo de
medidas de controle de infeccdo hospitalar®,

Desde os primeiros relatos de ORSA, como um
dos principais patdégenos nosocomiais dos anos
sessenta, a incidéncia de infecgGes causada por esse
microrganismo continua aumentando, ocasionando
aumento do tempo de hospitalizagdo, custos dos
servicos de saude, além de elevacdo do indice de
mortalidade(®.

Pacientes carreadores de ORSA constituem-se
em uma base importante para programas de controle

de infecgdo. A identificacdo do carreador
assintomatico implica no planejamento e
implementacdo de agdes preventivas, incluindo

medidas apropriadas de barreira(®),

A resisténcia antimicrobiana é um reflexo dos
hdbitos de wuso dos antimicrobianos em cada
comunidade e desta forma é importante conhecer o
padrdo de resisténcia de cada um dos grupos de
pacientes atendidos em cada hospital(?). Monitorar a
evolucdo da resisténcia de S. aureus é importante,
pois se trata de um microrganismo que apresenta
alta versatilidade em desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos e com diferentes matizes de
expressdo fenotipica a um mesmo antimicrobiano(®),

Para deteccdo rotineira da resisténcia a oxacilina
os testes de disco-difusdo sao os mais largamente
utilizados. Entre todas as penicilinas penicilinase-
estaveis, a oxacilina é a preferida para testes “in
vitro” utilizando disco-difusdao e vem sendo utilizada
por varias décadas, com estudos mostrando
acuracias variadas, provavelmente devido a
ocorréncia do fendmeno da heterorresisténcia(®. Ha

também testes para determinacdo da concentragao

inibitéria  minima (CIM) da oxacilina para os
estafilococos, incluindo métodos de diluicdo em agar
e em caldo e de gradiente de difusdo em agar, que
possibilitam uma avaliacdo quantitativa da resisténcia
a oxacilina com maior acuracia(t9,

A resisténcia a oxacilina é variavel e depende da
expressao do gene  mecA, producao de
betalactamases e Pbp’s modificadas(!!), e se
caracteriza pelo fato de que uma populagao
bacteriana resistente pode ou ndo carrear o gene
mecA, o que significa que nem todas expressam sua
resisténcia da mesma forma(t2),

Considerando o exposto propusemos o presente
estudo que tem como objetivo verificar a aquisicao
nasal de S. aureus em recém-nascidos saudaveis e
verificar a resisténcia aos antimicrobianos utilizados
na rotina clinica, por meio da determinacdo da
concentracgdo inibitéria minima, teste de disco difusdo
e detecgdo do gene mecA nas amostras isoladas.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no periodo de
fevereiro a abril de 2007 em um Hospital
Universitario do Norte do Parana credenciado junto
ao Sistema Unico de Salde. As coletas dos espécimes
foram obtidas apds consentimento informado por
escrito dos responsaveis. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual de Maringa
(Parecer n.0 381/2006) atendendo a resolugdo
196/96.

Foram coletadas amostras dos vestibulos nasais
de 50 recém-nascidos. Os critérios de inclusdao dos
RNs foram: ter nascido no referido hospital durante o
periodo de estudo, possuir residéncia fixa em
Maringa-PR e auséncia de qualquer sinal ou sintoma
clinico de doenga apéds o parto.

Um total de 59 RNs foram elegiveis para o
estudo. As amostras dos vestibulos nasais dos bebes
foram coletadas da seguinte forma: 1) 12 coleta - ao
nascer no Centro Cirargico. Essa amostra era
encaminhada ao laboratério de Microbiologia e
analisada; caso fosse positiva para S. aureus, era
estocada para posteriores testes; se negativa era
realizada a segunda coleta. 2) 22 coleta - era
realizada antes da alta hospitalar, e encaminhada ao
laboratdrio; se positiva era estocada; caso contrario
uma terceira coleta era realizada no 15° dia de vida
do RN, em seu domicilio, sendo estocada se
apresentasse positividade para S. aureus.

O material biolégico dos recém-nascidos foi
obtido friccionando-se o swab, no terco inferior de
cada um dos vestibulos nasais. No Laboratério de
Microbiologia o material foi semeado em placas de
Petri 90 x 15mm contendo &gar manitol salgado e
incubado por 72 horas a 37°C. Apds a semeadura o
swab foi mantido em caldo de soja tripticaseina (TSB)
adicionado NaCl a 2% e incubado por 24 horas a
37°C. Apds a incubacdo em caldo, o material foi
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semeado em agar manitol salgado e incubado a 37°C
por mais 72 horas.

Duas col6nias suspeitas de pertencerem a S.
aureus foram repicadas para TSB e incubadas por 18
a 24 horas a 37°C e em seguida plaqueadas em Agar
Mueller Hinton (Becton Dicksinson and Company, BD
Diagnostic Systems, USA) para verificagdo da pureza
das col6nias.

Colbnias puras suspeitas de pertencer a S.
aureus foram submetidas a coloracdo de Gram e
prova da producdo de coagulase em tubo. As colGnias
que se apresentaram com cocos gram-positivos
agrupados em cachos e produtoras de coagulase
foram estocadas, em duplicata, em freezer a -20°C.
Para manutengdo das estirpes empregou-se solugao
de glicerol (agar/agar + solucdo de glicerol a 30%).

A susceptibilidade das amostras de S. aureus a
oxacilina foi determinada através do teste de
Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) pelo método de &gar diluigdo e pelo método de
disco difusdo. Para o teste de disco difusdo, além da
oxacilina, foram utilizados: cefoxitina  30pug,
vancomicina 30ug, gentamicina 10ug, telitromicina
15ug, tetraciclina  30pg, norfloxacina 10ug,
mupirocina 5ug e linezolide 30pug.

Os isolados identificados como resistentes a
oxacilina, pelos dois métodos, foram investigados
quanto a presenca do gene mecA, por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
segundo metodologia proposta por Vannuffel(3), Os
produtos amplificados foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
Brometo de Etidio. A visualizagdo de um fragmento
de 310 pares de base identifica a presenca do gene.

RESULTADOS E DISCUSSAO

S. aureus ¢é considerado como membro
persistente da microbiota enddégena humana e
relacionado a importantes processos infecciosos.

Entre 20 e 70% da populagdo adulta sdo portadores
de S. aureus nas fossas nasais, sendo que em recém-
nascidos esta porcentagem é expressivamente maior
nas primeiras semanas apds o nascimento, podendo
atingir 100% nas criangas no quarto dia de vida(1¥,

Das 50 parturientes estudadas, 29 (58%)
tiveram recém-nascidos do sexo masculino e 21
(42%) do sexo feminino. O parto normal prevaleceu
em relagdo ao parto cesdrea (58% vs. 42%). Em
relacdo a faixa etdria materna, 18% das parturientes
tinham entre 14 e 19 anos, 64% entre 20 e 28 anos
e 18% entre 31 e 40 anos. A idade gestacional variou
de 34 a 42 semanas, sendo que para 42% das
gestantes a idade gestacional foi de 39 semanas.

Dos 50 recém-nascidos amostrados, em 45 foi
isolado S. aureus. Na primeira coleta, realizada logo
apds o nascimento, a positividade para S. aureus foi
de 24% (12/50); na segunda coleta, realizada antes
da alta hospitalar, a positividade acumulada foi de

72% (36/50) e na terceira coleta, com 15 dias de
nascido, alcangou 90% (45/50).

O recém-nascido durante a gestacdo estda em
ambiente estéril. Ao nascer sofre colonizagdo por
germes da flora vaginal materna, e secundariamente
por agentes existentes no bercario. A colonizacdo é
constituida desta forma pela presenca de flora
bacteriana na pele e mucosas do recém-nascido(1%),

Em se tratando do tipo de parto, observamos
que 29 (58%) criangas nasceram por parto normal.
Dessas, em 26 (89,6%) foram encontrados S.
aureus. Em relacdo aos 21 (42%) RN nascidos por
parto cesarea, 19 (90,5%) apresentavam o
microrganismo.

Observou-se que independente do tipo de parto,
quase a totalidade dos RNs, eram carreadores de S.
aureus. Ao contrario dos RNs nascidos de parto
normal, os RNs nascidos de parto cesarea ndo sdo
expostos a flora vaginal da mde. Assim, apds o
nascimento o RN comega a ser colonizado por
microrganismos existentes nas maos dos
profissionais de salde e no ambiente.

Em estudo multicéntrico, onde se avaliou a
colonizagdo de S. aureus em criangas saudaveis e
doentes, de 831 criancas saudaveis investigadas,
23,5% estavam colonizadas com S. aureus. ]a dentre
as 118 criangcas doentes, 36,4% eram portadoras
desse microorganismo. Cinco (2,6%) das criangas
saudaveis colonizadas eram colonizadas por ORSA
em comparacdao a nove (21%) das criancas
cronicamente doentes. Criangas mais velhas,
membros da familia e profissionais de saude foram
associados a colonizagdo em criangas saudaveis e
somente a idade foi relacionada a colonizagdo nas
criangas enfermas(16),

ORSA também tem sido motivo de grande
preocupagao em neonatologia devido ao seu
potencial de disseminacdao no ambiente hospitalar,
como também pela elevada morbidade e mortalidade
associada a infecgbes por esse microorganismo. A
prevaléncia de ORSA isolado de swabs nasais de RN
em um hospital maternidade do Rio de Janeiro foi de
47,8% (43/90). Entre os individuos colonizados,
74,4% apresentavam colonizagdo assintomatica.
Esses achados sugerem que o trato respiratério seja
a porta de entrada para a colonizacdo por ORSA,
podendo levar ao desenvolvimento de pneumonias,
sepse e morte, evidenciando, assim, a necessidade
de monitoramento dos portadores nasais(7),

Neste estudo as amostras de S. aureus isoladas
de recém-nascidos saudaveis foram, inicialmente,
avaliadas quanto a susceptibilidade a oxacilina
através de método de determinagdo da CIM e pelo
método de difusdo em disco com o uso de alguns
antimicrobianos, conforme recomendacdo do CLSI(8),

Através da CIM, foi possivel detectar cinco
recém-nascidos portadores de cepas resistentes a
oxacilina. Dentre essas amostras, duas eram culturas

Rev. Eletr. Enf. [Internet]. 2009;11(4):841-6. Available from: http://www.fen.ufg.br/revista/vi1/n4/v11n4a09.htm.

[843]



http://www.fen.ufg.br/revista/v11/n4/v11n4a09.htm

Paiano M, Bedendo J. Resisténcia antimicrobiana de amostras de Staphylococcus aureus isoladas de recém-nascidos saudaveis.

obtidas apo6s 15 dias do nascimento (CIM de 8
Mg/ml), duas eram culturas de 48 horas apds o
nascimento (CIM de 8 pg/ml) e uma era de cultura
logo apds o nascimento (CIM de 8 pug/ml).

E importante ressaltar a positividade ao
nascimento, pois, os RN foram positivos ainda no
Centro Cirargico. Nesse  contexto, torna-se
importante destacar a deteccdo de ORSA em varias
unidades hospitalares, inclusive no Centro Cirurgico,
onde se acreditava ndo haver casos. As precaugoes
anti-infecciosas atingem um nivel complexo no
ambiente do Centro Cirldrgico em virtude do grau de
invasibilidade dos procedimentos cirdrgicos e
anestésicos, e a consequente diminuicdo das defesas

organicas, fazendo com que este momento seja
determinante para a ocorréncia de infecgdo hospitalar
pés-cirurgia. Isso é preocupante, principalmente pelo
fato do Centro Cirdrgico atender clientes sadios e que
especialmente os RN tornam-se expostos ao risco de
colonizar-se, podendo tal situacdo ser letal(19),

Das cinco amostras resistentes a oxacilina pelo
método da CIM, quando submetidas ao teste de disco
difusdo (DD) todas se mostraram resistentes para
cefoxitina. Ainda pelo método de DD, quando
testadas com os antimicrobianos linezolide,
vancomicina, mupirocina e telitromicina, as cinco
amostras foram sensiveis aos antimicrobianos
testados (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados do teste de susceptibilidade antimicrobiana das 5 amostras de S. aureus dos RNs
estudados no periodo de fevereiro a abril de 2007.

Gene
MecA CEF GEN

Perfis de Susceptibilidade CIM (pg/ml)

Antimicrobianos
LIN VAN TET CIP MUP TEL

Crianca (19 col) 8 Sim R R S S R S S S
Crianca (29 col) 8 Sim R R S S R R S S
Crianca (29 col) 8 Sim R R S S R R S S
Crianca (39 col) 8 Nao R S S S S S S S
Criancga (39 col) 8 Sim R S S S S R S S
Legenda: . CEF: cefoxitina; e TET: tetraciclina;

e S: sensivel; e  GEN: gentamicina; e  CIP: ciprofloxacina;

. R: resistente; . LIN: linezolid; . MUP: mupirocina;

. OXA: oxacilina; . VAN: vancomicina; . TEL: telitromicina.

S. aureus que apresentam resisténcia a oxacilina
sdo, frequentemente, resistentes a outros grupos de
agentes antimicrobianos mais comuns como o0s
aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol,
tetraciclina e fluoroquinolonas, tornando-se um
grande risco para o homem e animais em casos de
infeccdes. A identificagdo de cepas ORSA procedente
da comunidade intra-hospitalar ou de pacientes
internados tem ocorrido com freqliéncia cada vez
maior, e atualmente um percentual importante
dessas cepas também tem sido isolado de individuos
saudaveis na comunidade. A vigildncia epidemioldgica
neste caso é importante em funcdo da ocorréncia de
infeccdo cruzada e da disseminacdo destas
estirpes(20),

A detecgdo da resisténcia a oxacilina pela
utilizacdo de métodos fenotipicos apresenta-se
problematica pela expressdao heterogénea do gene
mecA. Vérias metodologias estao sendo
desenvolvidas e outras modificadas para aumentar a
deteccdo de isolados verdadeiramente resistentes a
oxacilina. Entre elas, destacam-se o teste de disco
difusdo, o teste de triagem em &gar e o método de
diluicdo em agar para determinagdo da CIM(®),

Em nosso estudo observou-se que os
antimicrobianos mais ativos contra ORSA foram
linezolide com 100% de sensibilidade, vancomicina
(100%), mupirocina (100%) e telitromicina (100%).
A resisténcia das amostras de ORSA a cefoxetina foi

100%, seguida da gentamicina (57%), tetraciclina
(57%) e ciprofloxacina (57%).

Métodos moleculares para deteccdo de
resisténcia a oxacilina, como a PCR para o gene
mecA, sao mais sensiveis que os métodos fenotipicos
e por essa razdo sao utilizados como padrao ouro
para avaliacdo da sensibilidade e especificidade de
outros métodos(®),

Em nosso estudo foi possivel observar que das
cinco amostras dos recém-nascidos oxacilina
resistentes, quatro delas foram portadoras do gene
mecA. Destas, uma amostra foi de RN ao nascer,
duas antes da alta hospitalar e uma amostra foi de
RN com 15 dias de vida. Isto demonstra que
estafilococos resistentes a oxacilina ndao pode mais
ser  considerado um patégeno relacionado
exclusivamente as infeccées em unidades de salde,
pois além de infectarem individuos sem fatores de
risco aparente, essas cepas tém perfil de resisténcia
e viruléncia peculiares.

E importante lembrar que isolados mecA-
positivos (ou PBP2a-positivos) devem ser relatados
como resistentes a oxacilina. Porém, isolados mecA-
negativos (ou PBP2a-negativos) devem ser relatados
como sensiveis apenas se a CIM para oxacilina for <
2 pg/ml devido a ocorréncia, ainda que rara, de
outros mecanismos de resisténcia (como super
produgdo de betalactamases e presenca de PBPs
modificadas), além do mediado pelo mecA. Assim,
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isolados mecA-negativos (ou PBP2a-negativos), mas
com CIM > 4 ug/ml, devem ser relatados como
resistentes. Cepas com PBPs modificadas e as cepas
hiperprodutoras de betalactamases costumam, em
geral, ter resisténcia de menor grau ou até limitrofe,
gquando em comparagao com a resisténcia das cepas
mecA-positivas. Essas ultimas, apesar de
apresentarem com freqiéncia fendtipo heterogéneo,
tendem a ter pelo menos uma subpopulagdo com
resisténcia de alto grau(),

CONCLUSAO

A atencdo a saude é constantemente desafiada
por infeccdes causadas por microrganismos
altamente virulentos e capazes de desencadear
surtos graves em todos os setores das instituicoes de
salde. Atualmente, o portador sdo tem sido
considerado uma importante fonte de
microrganismos, tornando-se, dessa forma, uma
ameaca de propagacao de infecgdes. Este estudo
teve como objetivo trazer uma contribuicdo para a
epidemiologia no que diz respeito ao carreamento de
S. aureus entre recém-nascidos saudaveis,
particularmente aqueles resistente a oxacilina.

A partir da populacdo em estudo foi possivel
observar que 90% dos recém-nascidos foram
carreadores de S. aureus, que 11,1% destes foram
identificados como portadores de ORSA. Destarte, os
profissionais de salde precisam estar particularmente
atentos para a identificacdo de carreadores de S.
aureus; e como estdo diretamente envolvidos no
cuidado com clientes, devem tomar precaugdes para
controlar e prevenir sua disseminagdo, ressaltando a
importancia da conscientizacdo da necessidade de
planejamento, implementacdo e avaliacdo de
medidas direcionadas ao controle de S. aureus
multirresistentes e, consequentemente, das
estafilococcias.
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