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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), é actualmente um
importamte e grave problema de salde publica devido a morbilidade e
mortalidade que lhe estdo associados. Outrora associado, apenas a infeccdes
hospitalares, hoje é encontrado e adquirido na comunidade encontrando-se

disseminado por todos os continentes.

Este estudo teve como objectivo determinar a prevaléncia de MRSA no
internamento do servico de medicina do hospital S Miguel, através do rastreio

de MRSA por colheita efectuada na orofaringe e fossas nasais.

A prevaléncia de MRSA, foi de 14.4% no total de rastreios efectuados. Dos
rastreios positivos 41 (43.1%) sdo do sexo feminino e 54 (56.9%) sdo do sexo
masculino. Encontraram-se 7 perfis de resisténcia aos antibidticos, entre os
diversos isolados. No entanto nenhum destes isolados foi resistente a

Vancomicina.
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abstract

Methicillin-resistant Staphyilococcus aureus (MRSA), antimicrobial resistance,

MRSA carriers, prevalence, screening, nosocomial infection, Portugal.

Methicillin-resistant Staphyilococcus aureus (MRSA), is currently a important
and serious public health problem due to morbidity and mortality associated
with it. Once associated only hospital infections, is now found and acquired in

the community at large and is spread over all continents.

The aim of this study is to determine the prevalence of MRSA in the medicine
service of S. Miguel Hospital, through the screening of MRSA collections made

in the throat and anterior nares.

The results show a prevalence of 14.4% of the total MRSA screened. Of the 41
screened positive (43.1%) were female and 54 (56.9%) were male. It was
found 7 profiles of antibiotic resistance among different isolates, but none was

resistant to Vancomycin.



“A ocupacdo do Planeta Terra pelo Homem conduziu-nos a
presuncéo de que a nossa espécie esta no topo maximo da cadeia
alimentar, predadora de todas as outras espécies, destruindo
rapidamente os seus habitats naturais, e diminuindo a diversidade
genética da espécies domesticadas. Carnivoros, que em tempos
passados aterrorizaram as populacbes humanas, foram
praticamente exterminados. Os roedores continuam abundantes e
causam problemas em alguns supermercados, mas podem ser
afastados com cimento e rede de arame. Os nossos excedentes
alimentares séo debicados por Insectos; mas mesmo no seu auge,
0os bandos de gafanhotos, sdo pestes locais, ndo mundiais.
Excluindo a hipotese de geno-suicidio, a supremacia humana
enfrenta na verdade apenas um verdadeiro adversario: 0s
microrganismos patogénicos, para os quais 0 Homem € a presa, e

eles os predadores.”

Joshua Lederberg.
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1 - INTRODUCAO

Uma das maiores preocupacfes na area da salde, a nivel mundial, é a alta incidéncia de
Infeccdo Nosocomial (IN), e as consequéncias epidemiolégicas e econdmicas que lhe
estdo associadas (PNCI 2005). O indice de IN varia significativamente de hospital para
hospital, pois esta directamente relacionado com o nivel de atendimento e complexidade
de cada instituicdo. O ambiente hospitalar é inevitavelmente um grande reservatério de
agentes patogénicos virulentos e oportunistas, de modo que infec¢cdes hospitalares
podem ser adquiridas ndo apenas por pacientes, mas também, por visitantes e
funcionarios do préprio hospital (Criséstomo et al. 2001; PNCI 2004a; Piteira 2007;
Ratnaraja e Hawkey 2008).

Na Europa, o Hospital In Europe Link for Infection Control through Surveillance (HELICS),
funciona como uma "rede de redes", de acordo com a filosofia da Decisao n° 2119/98/CE,
da Comissdo Europeia, que institui uma rede de vigilancia epidemiologica e de controlo
das doencas transmissiveis na comunidade. As redes associadas ao HELICS recolhem

dados da IN de acordo com protocolos estabelecidos por este programa (HELICS 2006).

Em Portugal, existe o Programa Nacional de Controlo de Infeccdo (PNCI 2004a), que
colabora com o HELICS com uma vigilancia a nivel das UCI’s, das cirurgias, bem como
nos estudos de prevaléncia. Além disso tem, ainda, como projectos em curso, a vigilancia
epidemiolégica de Infeccdo Nosocomial da Corrente Sanguinea (INCS) (baseado no
Nosocomial Infection National Surveillance Scheme do Reino Unido) e IN nas UCI recém-

nascidos (baseado no sistema de referéncia alemédo NEO-KISS).

Staphylococcus aureus, é um dos principais agentes etioldgicos de infeccdo nosocomial
(IN) ou adquirida na comunidade (Barber 1961; Cristino et al. 1999; Trindade et al. 2003;
de Lencastre et al. 2007; Faria et al. 2008). As doencas associadas a este microrganismo
variam desde simples infec¢cBes cutaneas a infeccBes sistémicas fatais, como

endocardites e o sindrome do choque- toxico (Canton et al. 2002; Hageman et al. 2006).

Quando no inicio da década de 40, a penicilina foi adoptada como terapéutica antibiotica,

o Staphylococcus aureus era uniformemente susceptivel a esta droga. No entanto em



1948, ja 50% das estirpes hospitalares de Staphylococcus aureus eram resistentes a

penicilina (Sousa 2005).

Na década de 70, a utilizagdo de novas penicilinas semi-sintéticas (Meticilina, Oxacilina,
Naficilina) em larga escala, promoveu o aumento da incidéncia de estirpes resistentes a
estes antibioticos. Durante as ultimas 4 décadas, estirpes de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) disseminaram-se por todo mundo, comprometendo
seriamente, o uso empirico destas drogas no tratamento de infec¢des estafilocicicas
(Norazah et al. 2001; Hageman et al. 2006).

Em Portugal, as primeiras infec¢cdes por MRSA foram descritas em1985. Vérios estudos
realizados nos maiores hospitais do pais detectaram uma prevaléncia de 47 a 49%, uma
das mais altas descritas na Europa. Em oito hospitais Portugueses, foi detectada a
disseminacdo do clone multirresistente de MRSA, designado por Clone Ibérico (Melo-
Cristino et al. 2002).

O MRSA desenvolveu mecanismos de resisténcia, ndo s6 a todos os antimicrobianos 3-
Lactamicos, como também a aminoglicosideos, tetraciclinas, mupirocina, eritromicina,
sulfonamidas, lincomicinas entre outros, limitando as opg¢fes terapéuticas apenas a
Vancomicina e Teicoplanina. A situagc&o tornou-se ainda mais preocupante com o relato
de estirpes de MRSA com sensibilidade diminuida & Vancomicina no Japdo em 1996
(Hiramatsu et al. 2001). Em 2002 o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

relatou a existéncia de estirpes MRSA resistentes & Vancomicina nos Estados Unidos.

O MRSA, outrora associado apenas, aos cuidados de saude (HA-MRSA), é actualmente
adquirido na comunidade, em pacientes sem factores de risco identificaveis, para
aquisicdo de MRSA, isto é, directa ou indirectamente sem qualquer contacto com
servicos de saude, sendo designado por (CA-MRSA) (Chambers et al.2001; Saunders et
al. 2007; Flynn e Cohen 2008; Larsen et al. 2008; Strandén et al. 2008).

Estima-se que aproximadamente 25 a 30% da populacdo esteja colonizada com
Staphyilococcus aureus e que 0.2 a 7% esteja colonizada com MRSA. A colonizacao
nasal com MRSA é um importante reservatério de transmissao e € considerado um factor
acrescido de risco de infeccdo (Marshal e Muhlemann 2006, Paule et al. 2007; Szakacs
et al. 2007).



Estudos de vigilancia recentes, realizados em varias partes do mundo indicam
prevaléncia variavel de MRSA, dependendo do pais, principalmente do hospital ou sector
do hospital estudado (Manzur et al. 2008; Park et al. 2009). Em alguns locais, foram
relatadas taxas acima dos 60% (Farr 2004; Mimica e Mendes 2007; NHS 2007). Segundo
o relatério, do ultimo Inquérito de Prevaléncia de Infeccdo Nosocomial, realizado em
Portugal em 2003, foram isolados 18,45% de Staphylococcus aureus dos quais, 41,1%

eram resistentes a meticilina (PNCI 2005).

Ainda que exista, em diversos paises, legislacdo e normas especificas para o controlo da
transmissao nosocomial de MRSA, atraveés de rastreio na admissao hospitalar, ndo existe

consenso no modo de execucao (PNCI 2005; Harbarth et al. 2008).

Em Portugal, ainda ndo ha legislacdo neste sentido, mas, a semelhanca, de outros
paises Europeus, Americanos e Asiaticos, 0 MRSA é encarado como um grave problema
de saude publica, merecendo por isso especial atencdo por parte das Comissbes de

Controlo de Infeccdo (CCI), existentes em todas as instituicdes hospitalares nacionais.

As CCIl a semelhanca do National Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS),
implementado nos EUA em 1970, visam a vigilancia epidemiolégica (VE) continua das IN,
tendo por objectivo, entre outros, a identificacdo de doentes mais susceptiveis assim
como as &reas de maior risco nos hospitais, com o intuito de minimizar o risco de
transmissdo cruzada através de préticas de prevencdo adequadas. Actualmente os

estudos de incidéncia e prevaléncia, sdo métodos importantes de VE (PNCI 2005).

Estudos sobre as caracteristicas do biofilme formado pelos Staphylococcus aureus
revelaram que estes microrganismos sdo capazes de persistir por até 7 meses sobre
superficies inanimadas secas, principalmente se essas superficies forem plasticas
(Kramer et al. 2006).

Por outro lado, foi recentemente comprovado, através de um modelo matemético
envolvendo algoritmos, que a proximidade fisica entre pacientes internados com
pacientes infectados por MRSA parece, na realidade, ser o principal factor na expansao
de surtos, resultando no aumento significativo do nimero de casos num determinado
hospital (Bootsma et al. 2006).



Ha também estudos que evidenciam, reducdo dos custos efectivos associados aos
cuidados de saude, devido a implementacgéo de rastreios de MRSA no acto de admisséo
hospitalar e consequente reducdo da taxa de mortalidade e morbilidade (Wernitz et
al.2005; Goetghebeur et al. 2007; Harbarth et al. 2008; Williams et al. 2009).

Assim sendo, a implementacdo de metodologias que abreviem o tempo de resposta, sdo
uma mais valia na luta contra a transmissdo de MRSA associada a prestacdo de
cuidados de saude. Neste sentido, 0 recurso a meios cromogéneos selectivos como
método de rastreio de MRSA, sdo uma mais valia (Lagacé- Wiens et al. 2008). Varios
estudos apontam para o facto da deteccédo do gene que codifica a resisténcia a meticilina
(MecA) ou o seu produto de expressdo, a proteina PBP2' serem mais sensiveis na
identificacdo de MRSA, do que os métodos convencionais de deteccdo de MRSA, como a

antibiograma pelo método de discos (Chambers 1997; Nakatomi et al. 1998).

Atendendo aos factos anteriormente descritos e a que no Hospital de S. Miguel, situado
na regido Centro-Norte de Portugal, ao longo dos ultimos anos o nimero de MRSA
isolados tem sido significativo, representando 63% das estirpes de S. aureus identificadas
em 2008, a Comissdo de Controlo de Infeccdo do hospital, em colaboracdo com o
Servico de Patologia Clinica, entendeu ser necesséaria a realizagdo de um rastreio de
MRSA na admisséo hospitalar, no acto de internamento, com a finalidade de identificar

doentes colonizados com MRSA.

Aos doentes identificados como portadores, procede-se a sua descolonizacdo nasal com
Mupirocina a 2% e banho com Cloro-hexidina a 4%, durante 5 dias consecutivos. A
situacao é reavaliada, 48 horas apds ter terminado o ciclo de descolonizagdo, seguindo o

protocolo elaborado pela CCI.

Com este procedimento e adicionalmente a implementacdo de precaucdes de contacto,
pretende-se evitar a sua transmissdo a outros doentes e profissionais de saude, sendo

uma mais valia no controlo de IN.



2 - ESTAFILOCOCOS AUREUS METICILINA - RESISTENTES ( MRSA)

2.1 - Epidemiologia do género  Staphylococcus.

O termo Staphylococcus foi usado pela primeira vez por Ogston em 1883 para designar
cocos dispostos em cacho, responsaveis por abcessos no homem e animais.
Posteriormente Rosenbach criou o género Staphylococcus. Encontram-se descritas cerca
de 30 espécies, embora clinicamente apenas duas, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus saprophyticus sejam reconhecidas como agentes patogénicos para o
homem. Todas as restantes podem ser oportunistas frequentes ou ocasionais,

excepcionalmente patogénicos para o0 homem (Cristino 2000).

O habitat normal do género Staphylococcus, € a pele humana. Como microrganismo
saprofita, encontra-se mais frequentemente na flora comensal das narinas anteriores,
orofaringe, axilas e perineo. Cerca de 20 a 40 % da populagdo normal é portadora nasal
de S. aureus. Nos prestadores de cuidados de saude, esta percentagem pode atingir 0s
60% (Cristino 2000, Nilsson e Ripa 2006, Paule et al. 2007).

Quando a relagéo de equilibrio entre microrganismo e hospedeiro é afectada, ou quando
este tem acesso a locais habitualmente estéreis devido a quebra de barreiras, pode
causar infeccdo enddgena. Para além da infeccdo enddgena, pode ocorrer infec¢do
cruzada a partir de outra pessoa por contacto directo, por contacto indirecto através de
objectos e superficies contaminadas, ou por via aérea (Cristino 2000; Sherertz RJ et al.
2001, Walker et al. 2007).

2.2 - Caracteristicas morfolégicos e culturais

S. aureus, pertence a familia das Micrococcaceae e contém cocos Gram positivos,
imoveis, capsulados e ndo esporulados. No exame directo apds coloracdo pelo método
de Gram agrupam-se caracteristicamente em cacho, embora também possam aparecer
como cocos isolados, aos pares ou em tétradas. S8o aerdbios ou anaerdbios facultativos,
facilmente cultivaveis in vitro, desenvolvendo-se bem em meios de cultura pouco

nutritivos. Apos 24 horas de incubacédo a 37C, em g elose de sangue, formam colonias



redondas de 2 a 3 mm de diametro, de cor varidvel entre o branco e amarelo com bordo

regular, brilhantes, lisas e opacas (Baron e Finegold 1990, Cristino 2000).

2.3 - Mecanismos de patogenicidade

A gravidade das infec¢cbes causadas por S. aureus, deve-se a mecanismos de
patogenicidade estruturais e funcionais. Estruturais, associados a capsula e parede
celular. Funcionais, associados a producdo extracelular de enzimas e toxinas (Baron e

Finegold 1990, Cristino 2000, Murray et al. 2006).

A parede celular € limitada exteriormente pela capsula e no interior pela membrana
citoplasmatica, sendo constituida por peptidoglicano, proteina A e &cidos teicoicos. O
peptidoglicano é o principal componente estrutural da parede celular e garante a
estabilidade osmética da bactéria. A proteina A é a camada que envolve exteriormente o
peptidoglicano e tem a capacidade de se ligar as IgG1, IgG2 e IgG4. Os &cidos teicoicos
de natureza polissacaridica tanto se ligam ao peptidoglicano como a membrana
citoplasmética, medeando a ligagéo a fibronectina das mucosas. A cdpsula é de natureza
polissacaridica e funciona como agente antifagocitario (Baron e Finegold 1990, Cristino

2000, Murray et al. 2006). A sua estrutura pode ser observada na figura 1.

Figura 1 — Estrutura da parede celular dos Estafilococos (adaptado de Murray et al 2006).



As enzimas mais importantes sdo a coagulase, que actua a nivel da coagulacdo do
plasma, formando um depdsito de fibrina que funciona como escudo protector contra a
fagocitose; a catalase, que catalisa a conversado do perdxido de hidrogénio em oxigénio e
agua; a hialuronidase com accao sobre o acido hialurénico; a fibrinolisina com acg¢éo
fibrinolitica; a desoxirribonuclease que destr6i o DNA; as lipases que hidrolisam lipidos
facilitando a invasdo da pele e tecido celular e as penicilinases que hidrolisam penicilinas
(Baron e Finegold 1990, Cristino 2000, Murray et al. 2006).

As principais toxinas sdo as hemolisinas alfa, beta e gama, com accdo hemolitica,
leucocida letal e dermonecrotica; a leucocidina Panton-Valentine, com accéo litica para
leucécitos; as exfoliativas A e B, responsaveis pela sindroma da pele escaldada e a
TSSt-1 responséavel pela sindroma do choque toxico (Baron e Finegold 1990, Cristino
2000, Murray et al. 2006, Tristan et al. 2007).

2.4 - Significado clinico

As infec¢Bes causadas por S. aureus, podem ocorrer em individuos de todas as faixas
etarias, devido a accao directa do microrganismo na pele e tecido celular subcuténeo, ou
devido & accdo das suas toxinas (Baron e Finegold 1990, Cristino 2000, Murray et al.
2006).

Da accao directa do microrganismo, na pele e tecido celular subcutaneo, sdo exemplo, o
furdnculo, impetigo, celulite, infeccbes de queimaduras e de feridas traumaticas ou
cirargicas. Por vezes a partir destas simples infec¢cdes ou colonizacées podem ocorrer
bacteriémias, que podem levar ao aparecimento de infeccbes mais graves como
endocardites, artrites, osteomielites, pneumonias, empiemas, pielonefrites, meningites e
septicemias. Pode ainda ser responsavel por infeccbes associadas a catéteres ou
préteses (Baron e Finegold 1990, Cristino 2000, Murray et al. 2006).

Da accdo das suas toxinas podem surgir trés quadros clinicos distintos: intoxicacdo
alimentar, Sindrome da pele escaldada e Sindrome do Choque toxico (Baron e Finegold
1990, Cristino 2000, Murray et al. 2006).



2.5 - Meticilina

z

A Meticilina é uma penicilina semi-sintética, quimicamente designada de 2,6-
dimetoxifenilpenicilina, a sua estrutura quimica encontra-se representada na figura 2,
possui um anel B-Lactamico constituido por trés atomos de carbono e um de nitrogénio

que se encontra fundido com um anel tiazolidina.

Figura 2 — Estrutura quimica da meticilina (adaptado de Sousa 2005).

Pertence ao grupo dos antibidticos B-Lactamicos, que € um dos compostos mais
utilizados no tratamento de infec¢des bacterianas, devido a sua eficacia terapéutica e
baixa toxicidade para organismos superiores. No entanto deve ser apenas utilizada para
o tratamento de infec¢des estafilocdcicas resistentes a penicilina G, uma vez que podem

ocorrer alguns efeitos secundarios (Sousa 2005, Murray et al. 2006).

2.5.1 - Mecanismo de acc¢éo dos antibidticos  B-Lactamicos

Os antibidticos B-Lactamicos, sdo também designados por antibiticos antiparietais,
devido a actuarem na fase terminal da biosintese do peptidoglicano. A estrutura basica
do peptidoglicano é formada por uma cadeia de dez a sessenta e cinco residuos de
dissacaridios, em que vao alternando moléculas de N-acetilglicosamina e &cido N-
acetilmuramico. A ligacdo destas cadeias é catalisada pelas enzimas serinicas D-D-
carboxipeptidases-transpeptidases, também chamadas de PBPs (Penicillin-Binding
Proteins) porque os antibidticos p-Lactamicos se fixam a elas, inibindo a sua accéo e

consequentemente a interligacdo das bactérias em crescimento. Nesta situacdo sao



activadas autolisinas que degradam a parede celular, conduzindo a morte da célula
bacteriana (Walsh 2000, Sousa 2005; Murray et al. 2006).

2.5.2 - Mecanismos de resisténcia

A capacidade de resisténcia aos antibiéticos, pode dever-se a mutacdes espontaneas ou
a aquisicdo de genes de resisténcia localizados em elementos genéticos moéveis como,

transposoes, plasmideos ou integrdes (Kohler et al. 1999).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos R-Lactamicos deve-se a quatro mecanismos:
hidrolise enzimatica dos B-lactamicos por B-lactamases, modificacdo dos alvos (PBPs),

impermeabilizacdo da membrana externa e bombas de efluxo (Sousa 2005).

A sintese bacteriana de B-lactamases e a producdo de PBPs alteradas, sao factores
determinantes de resisténcia aos antibioticos R-Lactamicos. J& foram descritas mais de
200 B-lactamases (penicilinases, cefalosporinases, e carbapenemases), entre outras,
capazes de inactivar a maioria dos antibidticos B-lactamicos. Os genes responsaveis pela
producéo destas enzimas sé@o de origem plasmidica ou cromossémica (Sousa et al. 1998,
Murray et al. 2006).

A sintese de B-lactamases em S. aureus é codificada pelo gene plasmidico blaz, sendo
este regulado por outros dois genes, um com actividade repressora (blal) e outro com
actividade anti-repressora (blaRl). Estes genes codificam respectivamente, proteinas

repressoras e sinalizadoras da expressao de blaZ (Lowy 2003).

S. aureus possui 4 PBP's: PBPy, PBP», PBP3;, PBP,, com Peso Molecular,
respectivamente, de 85, 81, 75 e 45 KDa. No caso das estirpes sensiveis a meticilina
(MSSA), estas utilizam as 4 PBPs, para catalisar a transpeptidacdp do peptidoglicano,
pensa-se que a PBP2a, nas estirpes MRSA desempenha as funcbes destas 4 PBPs,

promovendo o0s 0s “cross-Linking” (Sousa 2005).

As estirpes MRSA possuem elementos genéticos moveis (cassetes cromossémicas)
contendo o gene mecA (SCCmec) que codifica a sintese de PBP2'. Na figura 3 encontra-
se esquematizada a localizacdo do gene MecA em MRSA. A regido mec tem o gene

mecA, dgene estrutural para PBP2a sendo os genes mecl e mec R1, elementos



reguladores que controlam a transcricdo do gene MecA. Nao se conhece a sua origem
mas admite-se que houve transferéncia horizontal entre diferentes espécies de
Staphilococcus e a do gene mecA entre diferentes géneros Gram positivo. O gene mecA
confere aos Staphylococcus resisténcia intrinseca a todos antibioticos B-lactamicos
(Sousa 2005).

Alguns genes (femA, femB, femC e femE), que regulam a sintese e degradacdo do
peptidoglicano podem ter participacdo indirecta na resisténcia a meticilina/oxacilina em
funcdo de diminuicdo de transcricdo ou modificacbes estruturais dos seus produtos que

sdo as proteinas denominadas por Fem (Sousa 2005).

Figura 3 — Localizacdo do gene mecA em MRSA (adaptadp de Sousa 2005).

Se a resisténcia for independente de PBP2a, as infec¢bes podem ser tratadas com
Oxacilina, Meticilina ou com inibidores de B-lactamases associados aos B-lactamicos, no
entanto as dependentes devem ser tratadas com Vancomicina ou Teicoplanina, o que
pode favorecer o aparecimento de estirpes resistentes a estes antibiéticos. Por isso a
definicdo laboratorial do mecanismo de resisténcia envolvido € uma mais valia na escolha

antimicrobiano mais adequada (Murray et al. 2003).
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3 - OBJECTIVOS

Pacientes colonizados ou infectados, sdo o grande reservatdrio de S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA) na transmissao directa ou cruzada em meio hospitalar ou durante a

prestacdo de servigos associados aos cuidados de saude (Wiliams et al. 2008).

O principal meio de controlar o problema, passa pela identificacdo de portadores de
MRSA, potenciais fontes do microrganismo e pela implementagdo de precaugdes de
isolamento e contacto adequadas.

E neste contexto que surge, o rastreio de MRSA nesta instituicio Hospitalar. Os isolados
de MRSA, dai resultantes, sdo a base do presente estudo que tem por objectivo a

caracterizacdo fenotipica destas estirpes e conservacao das mesmas em glicerol a 40% a

-80C, para posterior caracteriza¢do genotipica.

Constituem objectivos especificos desta investigacéo:

I. Estudar a prevaléncia de MRSA nos pacientes do internamento do Servico de
Medicina 1 e Medicina 2 do Hospital S. Miguel,

II. Estudar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das estirpes isoladas;

[ll. Averiguar a existéncia de clone ou clones HA-MRSA endémicos na instituicdo

bem como clones adquiridos na comunidade CA-MRSA.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Amostra Populacional

A amostra populacional deste estudo foi de conveniéncia, teve como critério de inclusao,
o rastreio de MRSA no acto de admissdo hospitalar nos servicos de Medicina 1 e
Medicina 2 do Hospital S. Miguel e foi realizado entre 1 de Junho de 2008 e 31 de

Dezembro de 2008. Neste periodo foram efectuados 660 rastreios.

A cada individuo rastreado foram efectuadas duas colheitas, uma de exsudado nasal e
outra de exsudado da orofaringe, através de zaragatoas esterilizadas em tubo. As

amostras recolhidas foram de imediato enviadas ao laboratoério e processadas.

4.2-Amostra Laboratorial

Dos 95 rastreios positivos, por questdes logisticas apenas 36 foram estudados. Destes
36 rastreios positivos, obtiveram-se 70 isolados de MRSA que foram submetidos a
caracterizacdo fenotipica. Adicionalmente procedeu-se a conservagado dos isolados para

posterior caracterizagdo genotipica.

4.3 - Processamento das amostras

As amostras foram inoculadas directamente no meio de cultura Gelose MRSA ID da casa
comercial bioMérieux® e incubadas em aerobiose a 37<C. Ap6s 18 — 24 h de incubac&o
as culturas foram examinadas. As colbnias suspeitas (col6nias verdes), caracteristicas de
MRSA, foram de imediato reportadas aos Servicos de Internamento como positivas. O

esquema de processamento das amostras encontra-se no fluxograma da figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma de processamento das amostras.

As culturas negativas foram incubadas durante mais 24 horas. Apds 48h de incubacado na
auséncia de colonias suspeitas o resultado foi emitido como sendo negativo. Todas as
colonias suspeitas apds 24 ou 48 h de incubacao, foram isoladas para Gelose de Sangue
(COS) da casa comercial bioMérieux®, e posteriormente foi realizada a sua

caracterizacao fenotipica para confirmacédo dos resultados.
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4.4 - Caracterizacao fenotipica

A caracterizacdo fenotipica dos isolados de MRSA, foi efectuada com base em
caracteristicas morfologicas culturais; pesquisa de actividade enzimatica extracelular e

teste de sensibilidade aos antibiéticos.

4.4.1 - Meios de cultura

Foram utilizados meios de cultura prontos a usar, da casa comercial bioMérieux®. Os
meios foram incubados na estufa a 37°C em aerobiose por um periodo de 18 a 24 h A

sua composicdo encontra-se em anexo (anexo 1).

e Gelose MRSA ID

Meio cromogénico para pesquisa e identificagdo de MRSA E constituido por uma
base nutritiva com diferentes peptonas; um substrato cromogénico de a-
glucosidase e cefoxitina. Foi utilizado para sementeira dos exsudados. A
observacdo do meio de cultura foi efectuada 18 a 24h apbs incubacdo. A
presenca de uma ou mais colénias verdes corresponde a um resultado positivo

(figura 5).

Figura 5 — Coldnias caracteristicas de MRSA em gelose MRSA-ID.
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e Gelose de Sangue (COS)

Meio enriquecido com uma mistura de peptonas e 0.5% de sangue de carneiro
que permite visualizar a expressdo da hemdlise, caracteristica do S. aureus. E
utilizado para o isolamento do MRSA, para posteriomente se proceder ao Teste

de Sensibilidade Antibidtica e Testes Serologicos.

e Caldo Tripcase Soja (TSB-T)

Meio liquido enriquecido, com peptonas que permite o crescimento da maioria dos
microrganismos ndo exigentes. Foi utilizado para a repicagem dos isolados de
MRSA, a partir de Gelose de Sangue e incubado durante a noite na estufa a 37°
em aerobiose. A partir deste meio, procedeu-se a conservagdo das estirpes a -
80T, (numa proporcdo de 400ul de células crescidas em TSB para 200ul de

Glicerol a 40%) para posterior caracterizacdo genotipica.

4.4.2 - Testes Serolégicos

Como j4 foi dito anteriormente, a coagulase é uma das mais importantes enzimas
produzidas pelo S. aureus. A producdo desta enzima extracelular, faz com que esta
espécie seja a mais virulenta das espécies do género, que ndo expressam esta enzima
(Falcone et al 2007).

Por outro lado, a deteccdo do produto de expressédo do gene MecA, a proteina PBP2', é
uma mais valia na vigilancia epidemioldgica, tendo em conta a elevada sensibilidade e

especificidade do teste rapido de aglutinacao utilizado.

Os testes seroldgicos utilizados no estudo das caracteristicas, acima referidas, dos
isolados de MRSA, foram SLIDEX® MRSA Detection o SLIDEX® Staph Plus

comercializados pela bioMérieux® SA.
O SLIDEX® MRSA Detection, consiste num teste rapido de aglutinagéo de particulas de

latex que permite a deteccdo da resisténcia & meticilina das estirpes de s. aureus por

deteccdo da PBP2' (anexo 2).
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O SLIDEX® Staph Plus, consiste num teste rapido de aglutinac&o de particulas de latex
para a identificacdo de estirpes de S. aureus a partir de meios de isolamento. Permite a
deteccdo simultdnea do factor de afinidade para o fibrinogénio (Clumping factor), da
proteina A e de um antigénio de grupo ligado &s estruturas periféricas especificas de S.

aureus (anexo 3).

4.4.3 -Avaliacdo da Susceptibilidade aos Antibidtic  os

A resisténcia a Meticilina, e o perfil de Sensibilidade aos agentes antimicrobianos, foram
testados no Sistema automatico Vitek® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franga), que utiliza
cartas (com diferentes antibioticos) adaptadas a uma técnica automatizada, cujo principio
se baseia na determinacao da Concentracao Minima Inibitéria (CMI) por micro diluicdo. O
resultado obtido permite classificar o microrganismo como Sensivel (S), Intermédio (I) ou
Resistente (R). Tem incluido um sistema de validacdo do antibiograma, o sistema Expert,

gque permite validar os resultados normais, detectar anomalias e corrigir resultados.

A carta de antibiograma utilizada, foi a carta Vitek® de Antibiograma Gram positivo GPS
539, destinada ao antibiograma dos Staphilococcus (anexo 4). Esta carta possui 0s
antibioticos usados habitualmente neste Hospital e outros antibiéticos ou moléculas que

permitem a detec¢cdo de mecanismos de resisténcia.

Desta carta constam 0s seguintes antibiéticos (de diferentes grupos) e moléculas a testar
com as seguintes Concentragcfes Inibitérias Minimas (CMI): Eritromicina; (<0.5...28
ug/ml); Fosfomicina (<16...264ug/ml); Acido fusidico (<1...216 pg/ml), Gentamicina(
<2...216ug/ml); Kanamicina (<8...216 pg/ml); Lincomicina (<2...28 pg/ml); Linezolide
(=2...216ug/ml); Nitrofurantuina (£32...2128ug/ml); Ofloxacina (<1...28 ug/ml); Oxacilina
(0.25...28 pg/ml); Pristamicina (<2...24 pg/ml); Teicoplanina (<2...232ug/ml);
Tetraciclina (<1...216 pg/ml); Tobramicina (<4...28 pg/ml); Trimetropim-Sulfonamida

(=10...2320ug/ml); Vancomicina (<0.5...232 ug /ml) e 3-Lactamases (anexo 4).

Como controle de qualidade foi usado a estirpe ATCC 29213, de acordo com as normas

internacionais do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI®).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O objectivo deste projecto foi proceder ao estudo da prevaléncia de MRSA nos pacientes
do internamento dos Servicos de Medicina do Hospital S. Miguel assim como a
caracterizacdo fenotipica dessas estirpes isoladas de forma a conseguir averiguar a
existéncia de clone ou clones HA-MRSA endémicos na instituicdo bem como clones
adquiridos na comunidade CA-MRSA. Especificamente, pretendia-se avaliar a existéncia
de potenciais riscos para a saude humana causados pela presenca destes

microrganismos.

Segundo Hartstein e colaboradores (2004) “a disseminacéo internacional do MRSA, apéds
a sua descoberta inicial, tem sido e continua a ser um dos mais dificeis desafios para o
controlo e tratamento das infec¢cdes nosocomiais. (...) A frequéncia de casos de MRSA
esta agora a aumentar, em muitas areas do globo, mas a variabilidade geogréfica das
taxas de MRSA continua a ndo ser bem compreendida. Diferencas na capacidade
laboratorial para reconhecimento do MRSA e nas praticas de rastreio poderao contribuir

para alguma, da aparente, variacdo.”

Apesar da incidéncia de infeccdo por MRSA ser baixa nos paises nérdicos (Dinamarca,
Finlandia, Islandia, Noruega e Suécia), em comparagcdo com outros paises, foi observado
em todos eles um aumento significativo nos Ultimos 3 a 5 anos.A justificacdo deste
aumento deve-se a alteracdo na epidemiologia deste microrganismo. Actualmente ja se
encontra em circulacdo na comunidade, numa proporcdo significativa, onde tém sido
registados casos em que nao se identificam factores de risco associados a aquisicao de
MRSA. Este aumento de casos na comunidade em individuos saudaveis provocou,
também, introdugdo de mais casos de MRSA nos hospitais, aumentando a transmissao

intra hospitalar e a ocorréncia de surtos (Skov 2005).

Durante o periodo estudado, foram rastreados 660 individuos de ambos os sexos (319
mulheres e 341 homens), com idades compreendidas entre 17 e 101 anos, integrantes da
populacado utente do internamento do Servigco de Medicina 1 e Medicina 2, do Hospital S.

Miguel (Figura.6).
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Figura 6 — Dispersao dos individuos rastreados por idade e sexo.

Na Figura 7, podemos observar que o numero de individuos rastreados é variavel ao
longo do periodo estudado. Novembro e Dezembro sdo 0s meses que registam maior
namero de rastreios, possivelmente devido a morbilidade associada as condi¢des
climatéricas desta época do ano. Adicionalmente podemos ainda observar que Junho é o
més em que se verifica maior nimero de rastreios positivos,. Num estudo realizado por
Monnet e colaboradores (2004), é referida a existéncia de uma variacdo sazonal da

prevaléncia de MRSA associada a primavera.
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Figura 7 — Distribuicdo dos rastreios efectuados, positivos e negativos durante o periodo estudado.

18



No Hospital S. Miguel ao longo dos ultimos anos o numero de MRSA isolados tem sido
significativo. Em 2008, representou 63% das estirpes de S. aureus identificadas, como

podemos verificar na figura 8:

%
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Figura 8 — Distribuicdo das estirpes S. aureus resistentes a Meticilina, isoladas no ano de 2008 no Hospital de
S. Miguel.

Esta elevada taxa de incidéncia est4 de acordo com estudos realizados por Melo-Cristino
e a sua equipa (2006), em que foram comparados dados de nove hospitais, com intervalo
de uma década, em que foi observada uma elevada taxa de MRSA (47,5% em 2003),

embora com diferencas significativas nas diversas instituicdes seleccionadas.

Por outro lado, no ambito do Programa de Vigilancia de Antimicrobianos SENTRY, que
monitoriza as resisténcias em estirpes nosocomiais e da comunidade a nivel global,
alguns estudos fazem referéncia ao facto de somente alguns hospitais de cada pais
participarem neste estudo, o que pode justificar as grandes diferencas dentro do mesmo
pais (por exemplo, em Espanha, um hospital de Sevilha detectou 34% de MRSA

enguanto que um de Barcelona detectou somente 9% (Fluit et al. 2001).

O Programa de Vigilancia de Antimicrobianos SENTRY, acima referido, encontrou uma
prevaléncia total de MRSA, a nivel mundial entre 1997 e 1999, da seguinte ordem de
grandeza: Regido do Pacifico Oeste — 46%; EUA — 34,2%; América Latina — 34,9% e
Europa 26,3%. As taxas encontradas no Canada foram as mais baixas, com somente
5,7% de resisténcia a meticilina. Por outro lado, em Hong-Kong e Japéo foi onde se
detectaram as taxas mais altas, com 73,8% e 71,6%, respectivamente (Diekema et al.
2001).
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Na figura 9, podemos observar que no presente estudo, obteve-se uma prevaléncia de
14.4% de MRSA no total de rastreios efectuados. Do total de rastreios de MRSA., 95
(14,4%) foram positivos e 565 (85,6%) foram negativos.

‘D Rastreios positivos O Rastreios negativos

14,4%

85,6%

Figura 9 — Distribuicdo do numero de rastreios positivos e negativos.

Dos 95 rastreios positivos efectuados durante o estudo, 40 (42.1%) provém do servigo de
Medicina 1 e 55 (57.9%) do servico de Medicina 2 (Figura 10). Destes, 41 (43.1%) s&o do
sexo feminino e 54 (56.9%) sao do sexo masculino (Figura 11).

40 O Rastreios Negativos
O Rastreios Positivos
565 95 o
O Medicina 1
55 0O Medicina 2

Figura 10 — Distribuicdo dos resultados positivos e negativos para MRSA nos servicos estudados.
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Figura 11 — Distribuic&o dos resultados positivos para MRSA por sexo.

Tal como os resultados encontrados neste rastreio relativamente ao género masculino,
(56.9% com média de idade de 74 anos), também em alguns rastreios o niumero de
individuos do sexo masculino foi superior aos do sexo feminino. Huang e Platt (2003)
relatam valores semelhantes, com uma média de 68 anos e de 57% de homens, em
individuos portadores de MRSA de um hospital de Boston. JA& Montesinos e seus
colaboradores (2003) encontram, numa populacéo de 70 individuos portadores de MRSA

nosocomial, uma média de 60 anos de idade e uma proporc¢ao de 70% de homens.

De acordo com o grafico da Figura 12 a distribuicdo dos rastreios positivos em funcéo da
idade, é mais representativa nos individuos na faixa etaria dos 70-79 anos e 80-89 anos.
Estes resultados, podem ser explicados, pela elevada morbilidade associada a idade, que
engloba aspectos de imunodepresséao, imobilizagdo ou mobilidade reduzida e de caracter
social, que por vezes comprometem uma adequada higienizacdo. A Institucionalizacéo, é
outro factor a considerar, uma vez que Lares de ldosos sdo considerados importantes
reservatorios de MRSA. Estes aspectos referidos, anteriormente, ddo oportunidade a
novas colonizagBes, nomeadamente por MRSA. Assim sendo, a prevaléncia de MRSA no
periodo estudado, tendo em conta as diferentes faixas etarias € de 44.2% para o0s
individuos da faixa etaria dos 80-89 anos; 24.2% dos 70-79 anos; 13.6% dos 90-99 anos;
10.5% dos 60-69 anos; 3.5% dos 40-49 anos e igualmente de 2% para as faixas etarias
dos 20-29 e 50-59 anos.
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Figura 12 — Distribuicao dos rastreios positivos para MRSA de acordo com a faixa etaria dos individuos.

Quanto aos locais em que se devera efectuar o rastreio, Hartstein e colaboradores,
(2004) referem a avaliacdo na zona nasal e eventuais feridas existentes como os locais
eleitos para identificar praticamente todos os portadores Devera considerar-se ainda a
orofaringe, expectoracdo (no caso de doentes com tosse produtiva) e regido umbilical nos

recém-nascidos (Coia et al. 2006).

Outros rastreios efectuados em doentes admitidos numa unidade de reabilitacdo, referem
que culturas nasais negativas tém um caracter altamente preditivo (98%) em relagdo as

culturas perianais (Manian et al. 2002).

Num estudo recente realizado em Frangca, compararam-se, durante um ano, a
sensibilidade do rastreio nasal versus rastreio a varios locais do corpo. Concluiu-se entéo
que, somente com rastreio nasal, 27% dos portadores de MRSA néo seriam detectados,
0 que corresponde a 560 dias tedricos de isolamento. Por sua vez, se o rastreio rectal
nao fosse utilizado, 431 dias tedricos de isolamento seriam perdidos e, se o rastreio axilar

nao fosse utilizado, este valor decrescia para 99 dias (Eveillard et al. 2006).
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No presente estudo, dos rastreios positivos, obtidos em fun¢éo do produto estudado, 17
(18%), sdo de exsudado nasal e 26 (27%) de exsudado da orofaringe e 52 (55%) séo

oriundas de ambos os produtos Figura 13).

O Nasal ONasal+Orofaringe O Orofaringe

Figura 13 — Distribuic&o dos rastreios positivos por produto.

Nilsson e Ripa (2006), num estudo efectuado com o objectivo de determinar a frequéncia
de portadores de S. aureus nas fossas nasais e na orofaringe, concluiram que a
orofaringe deve ser incluida nos rastreios e demonstraram que a presenca de S.aureus
nas fossas nasais em muitos casos, € indicador da presenca deste microrganismo na
garganta. A semelhanca do actual estudo, também estes autores concluiram que se as
fossas nasais estivessem colonizadas, a bactéria, salvo raras excepcfes também estaria
na garganta. E importante referir, que se néo tivesse sido efectuada a colheita em ambos
os locais nado teriam sido identificados, 17 portadores de MRSA na orofaringe ou 26

portadores de MRSA nas fossas nasais.

Destes 95 rastreios positivos, por questdes logisticas, apenas 36 foram submetidos a
caracterizacao fenotipica. Assim sendo foram estudadas 70 amostras obtidas nestes 36
rastreios, sendo 34 provenientes de colheita nasal e 36 de colheita na orofaringe (Figura
14).
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Figura 14 — Distribuicdo das amostras positivas por produto bioldgico.

Em todas as amostras estudadas, se obteve concordancia fenotipica entre as diferentes
metodologias utilizadas. Todas as colonias suspeitas de serem MRSA, isoladas a partir
do meio de cultura (Gelose MRSA ID), foram positivas nos testes seroldgicos para
deteccdo da PBP2', bem como, nos testes para deteccdo do factor de afinidade para o
fibrinogénio e proteina A. Por outro lado, todos os isolados obtiveram uma CIM igual ou
superior a 8 ug/ml para a oxacilina. Estes resultados estdo de acordo com os resultados

obtidos noutros estudos (Lagacé-Wiens et al. 2008; Mimica e Mendes 2007).

Atendendo a proveniéncia da colheita, sexo e faixa etéria, € de salientar, que nas faixas
etarias dos 50-59 anos e 60-69 anos, s6 foram isoladas amostras positivas em individuos
do sexo masculino. Nas restantes faixas etarias, o nimero de amostras positivas
encontra-se distribuida por ambos os sexos. No entanto verifica-se, que o namero de
amostras positivas, nas faixas etarias compreendidas entre os 70-99 anos é
maioritariamente masculino com excep¢édo para as amostras da faixa etéria dos 90-99
anos, de proveniéncia das vias aéreas superiores, em que se verifica maior nimero de

isolados do sexo feminino de origem nasal (Figuralb).
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Figura 15 — Distribuicao dos rastreios positivos de acordo com o produto biolégico, idade e sexo dos

individuos.

Estes resultados estdo de acordo com varios estudos. Nomeadamente com um estudo
realizado por Harbarth e colaboradores (2006) em que sdo descritos alguns factores de
risco independentes para o rastreio, na altura da admisséo associados ao sexo masculino

(OR 1,9) e idade superior a 75 anos (OR 2,0), o que se verificou no presente estudo.

Outro estudo envolvendo rastreio nasal a 9.622 norte-americanos da comunidade,
realizado entre 2001 e 2002, estimou uma prevaléncia nacional de S. aureus de 32,4%
(IC95%: 30,7%-34,1%) e de MRSA de 0,8% (1C95%:0,4%-1,4%). Constatou, ainda, que a
colonizacao por MRSA estava associada a idade superior ou igual a 60 anos e ao sexo

masculino, mas nédo a exposicao recente com cuidados de saude (Kuehnert et al. 2006).

Na Figura 16 e 17 podemos observar os perfis de resisténcia (representados dos isolados
positivos obtidos com a carta Vitek de Antibiograma Gram positivo GPS 539, utilizada na
avaliacdo da Sensibilidade aos Antibiéticos e pesquisa de R-Lactamases. Verificou-se a
existéncia de 7 perfis de resisténcias, diferentes, neste estudo designados por Perfil
1,2,3,4,5,6 e perfil 7. Como esperado, em todos os perfis observou-se resisténcia a
Oxacilina e Ofloxacina, caracteristica dos S. aureus resistentes a meticilina, bem como

positividade para a producéo de 3-Lactamases (anexo 5).
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Figura 16 — Perfis de resisténcia aos antibiéticos testados da carta Vitek de antibiograma Gram Positivo (GPS

539) encontrados nos isolados de estafilococos para MRSA estudados.

Nos isolados com Perfil 1, 54.2% (38 amostras), para além das resisténcias ja
mencionadas, observou-se resisténcia a Eritromicina; isolados com Perfil 2, 22.9%
(16.amostras), observou-se resisténcia a Eritromicina, Fosfomicina, Gentamicina,
Canamicina, Lincomicina, Tetraciclina, Tobramicina e Trimetropim-Sulfonamida; com
Perfil 3, 4.3% (3 amostras), observou-se resisténcia a Eritromicina,e Fosfomicina; com
Perfil 4, 14.3% (10 amostras), observou-se apenas, resisténcia a Oxacilina e Ofloxacina;
com Perfil 5, 1.4% (1 amostra), observou-se resisténcia a Teicoplanina; com Perfil 6,
1.4% (1 amostra), observou-se resisténcia a Eritromicina e Trimetropim-Sulfonamida;
com Perfil 7, 1.4% (1 amostra), observou-se resisténcia Eritromicina, Fosfomicina,

Canamicina, Lincomicina, Pristamicina e Tobramicina.
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Figura 17 — Distribuicao dos perfis encontrados nas amostras estudadas.

Segundo literatura disponivel, os isolados incluidos no Perfil 2 (22.9%) e no Perfil 7
(1.4%), tendo em conta a resisténcia aos antibidticos, enquadra-se no grupo dos MRSA
associados aos cuidados de saude (HA-MRSA), os restantes perfis, no grupo associado
a comunidade (CA-MRSA) (Flynn e Cohen. 2008).

Quanto aos rastreios positivos para MRSA, isolados de ambos os locais de colheita, é
relevante o facto de quatro individuos (1 do sexo feminino e 3 do sexo masculino), serem

portadores de MRSA com perfil diferente (anexo 5).

Hoje em dia o MRSA é considerado um problema de saude publica em que a
Vancomicina, Teicoplanina e 0s novos antibiodticos (Quinupristina-dalfopristina e
Linezolida) sdo os farmacos de eleicdo para estas estirpes multirresistentes (Sousa
2005).

Introduzida no mercado terapéutico em 1958, a Vancomicina, passou a ser a Unica
alternativa terapéutica para o MRSA, uma vez que este é resistente a todos os B-
lactamicos, revelando também elevada resisténcia aos outros grupos de antibidticos. De
facto, num estudo realizado em 2001, num universo de 3.051 isolados de S. aureus de 25
hospitais europeus, observou-se 87% de multirresisténcia para MRSA, com apenas 3%

das estirpes de MRSA a serem resistentes somente aos f-lactamicos (Fluit et al. 2001).
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Na figura 18, encontram-se representados os antibidticos testados e o grupo a que
pertencem. Como referido anteriormente, a resisténcia ao grupo dos antibidticos R3-
Lactamicos e Quinolonas é de 100%. Segue-se o Grupo dos Macrolidos, com cerca de
83% de resisténcia a Eritromicina; Fosfomicina 30%; Lincozamidas e Aminoglicosideos
22%, Tetraciclinas 20%, Pristamicina 1.4% e por fim no grupo dos glicopeptideos verifica-
se a existéncia de 1.4% dos isolados resistentes & Teicoplanina. As percentagens obtidas
para o grupo dos antibiéticos 3-Lactamicos, Quinolonas e Macrélidos esta de acordo com
outros estudos efectuados em Hospitais Portugueses (Amorim et al.2007; Aires-de-Sousa
et al.2008).
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Figura 18 — Percentagem de resisténcias dos isolados estudados em funcao do antibiético e ao grupo a que
pertence.

No ambito do sistema de vigilancia norte-americano National Nosocomial Infections
Surveillance System (NNIS) a taxa de MRSA, em doentes criticos no ano de 2003, foi de
quase 60%, um aumento de cerca de 11% em comparacdo com a taxa média de
resisténcia entre 1998 e 2002 Entre Janeiro de 1998 e Junho de 2004, a média da
resisténcia a Meticilina foi de 52,9% para doentes criticos e 46% para doentes ndo
criticos (NNIS 2004).

Por sua vez, Monnet e colaboradores (2004) relatam que varios estudos, descrevem a

exposicdo as Cefalosporinas, Fluoroquinolonas e macrélidos como factor de risco para

colonizacéo ou infeccdo por MRSA. No seu estudo, a equipa de Monnet descreve, ainda,
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um poderoso modelo estatistico que fornece uma forte evidéncia de relagdo temporal
entre a utilizacdo de antimicrobianos e a variacdo da prevaléncia de MRSA durante um
surto num hospital na Escdcia, nomeadamente a nivel das trés classes de antibitticos
anteriormente referidas. Os resultados encontrados neste estudo relativamente aos

Macrélidos e Quinolonas, estao de acordo com o relato destes autores.

N&o se encontrou nenhum isolado resistente a Vancomicina. No entanto,é importante
referir que a a Biomerieux®, alerta para o facto de néo se conhecer a capacidade da carta
utiizada, para detectar a resisténcia do S. aureus a Vancomicina, devido &

indisponibilidade de estirpes resistentes durante a realizagdo dos testes comparativos.

Embora ndo exista nenhum caso de Staphyilococcus aureus resistentes a vancomicina
(VRSA) em Portugal, é importante referir que Gardete e colaboradores (2008), isolaram e
estudaram o Unico caso de Staphyilococcus aureus Intermédio a vancomicina( VISA)
encontrado em Portugal, no Hospital e S. Marcos na cidade de Braga (Gardete et al
2008).

Noutros estudos, recentemente realizados em Portugal, constatou-se uma mudanca
significativa na Epidemiologia de MRSA em Portugal. De 1992 a 1994 o Clone Ibérico
era dominante nos Hospitais Portugueses, representando cerca de 77% dos isolados de
MRSA. Em 1995 observa-se a substituicdo deste Clone, pelo Clone epidémico Brasileiro
de MRSA. O Clone epidémico Brasileiro, caracteriza-se por ser um Clone multiresistente,
ndo so resistente a todos o0s antimicrobianos R-Lactamicos, como, macroélidos,
aminoglicosideos, Tetraciclinas, Antimetabolitos entre outros. Actualmente nos hospitais
Portugueses, o Clone designado por EMRSA-15, assume a lideranga desde 2001. Trata-
se de um Clone menos resistente. E, por norma, resistente a todos os antimicrobianos 3-

Lactdmicos e excepcionalmente, a outros grupos e sensivel a Gentamicina e

Trimetropim-Sulfonamidas (Amorim et al. 2007; Aires-de-Sousa et al. 2008).
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6 - CONCLUSAO

A realizacdo de rastreios hospitalares, € uma importante ferramenta na vigilancia
epidemioldgica activa de MRSA, na medida em que permite a identificacdo dos doentes
colonizados por este microrganismo, com o intuito de adoptar de imediato, precaucdes de
contacto (isolamento e descolonizacdo) evitando assim a disseminagdo e transmissao

deste microrganismo, a outros doentes e profissionais de saude.

Por isso, a realizacdo destes estudos, ainda que acarretem alguns custos, sdo uma mais-
valia, na reducéo das taxas de morbilidade e mortalidade associadas ao MRSA, dando
um importante contributo na melhoria continua da qualidade dos cuidados de saude

prestados.

Verificou-se, que a metodologia e as técnicas utilizadas neste estudo, foram adequadas

na medida em que os objectivos foram alcancados.

Como se pode observar pelos resultados obtidos, este estudo vem reforcar a
necessidade de efectuar colheitas em pelo menos dois locais anatémicos distintos. Com
este procedimento, eleva-se a probabilidade de isolamento de MRSA nos individuos

rastreados.

Adicionalmente constatou-se um elevado numero de S. aureus multirresistentes,
designados neste estudo por Perfil 2, tendo em conta o perfil de resisténcia aos
antibioticos testados. No total de MRSA estudados, 22.9% pertencem a este perfil de
S.aureus resistentes aos R-Lactamicos, Macrolidos, Quinolonas, Aminoglicosideos,
Tetraciclinas entre outros, caracteristicas de MRSA associados aos cuidados de salde
(HA-MRSA) As resisténcias exibidas pelos outros perfis, parecem ser sugestivas de
MRSA adquiridos na comunidade (CA-MRSA). No entanto s6 o poderemos afirmar apos
confirmacéo, por métodos de epidemiologia molecular, que nos permitirdo verificar se 0s
diferentes perfis de multirresisténcia encontrados neste estudo, correspondem a
linhagens bacterianas distintas ou ndo. Sé assim saberemos se estamos perante
diferentes clones de MRSA e qual a sua origem. Os isolados encontram-se, conservados
para futuramente se proceder a sua caracterizacdo molecular, de onde poderdo sair as

respostas para as hip6teses acima referidas.
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Encontrar essas respostas, serd uma mais-valia no esclarecimento da epidemiologia de
MRSA em Portugal.
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Gelose MRSA ID (MRSA)

VD

Meio cromogénico para a pesquisa e a identificagdo dos Staphylococcus aureus resistentes & meticilina (SARM)

INTRODUGAO E OBJECTIVO DO TESTE

A gelose MRSA [D é um meio cromogénico que se
destina a pesquisa e & identificagdo dos S. aureus
resistentes & meticilina (SARM) em amostras de origem
humana (1, 7).

¥ Os SARM so bactérias multi-resistentes que podem ser

responsaveis por infecgdes nosocomiais (3, 4, 9). A
detecgdo dos portadores de SARM ¢é particularmente
importante para a prevengdo e o0 seguimento
epidemiolégico destas infecgdes. Neste contexto, a
utilizagéo da gelose MRSA ID contribui para a vigilancia
activa dos SARM.

PRINCIPIO

A gelose MRSA ID € constituida por uma base nutritiva

rica que associa diferentes peptonas. Contém também

um substrato cromogénico de o-glucosidase e um

antibidtico (cefoxitina) que permite (2, 6):

* O crescimento dos estafilococos resistentes a meticilina
(SARM) incluindo as estirpes/cepas hetero-resistentes.

» A detecgéo directa das estirpes/cepas SARM através da
revelagdo da actividade o-glucosidase (patente
registada) : col6nias verdes.

A mistura selectiva permite inibir a maioria das bactérias

que ndo pertencem ao género Staphylococcus, bem

como as leveduras.

APRESENTAGAO
Meios prontos a usar:
43451  Embalagem de 20 placas (90 mm)
43459  Embalagem de 10x10 placas (90 mm)

MRSA *

* As amostras, culturas bacterianas e produtos semeados
devem ser considerados potencialmente infecciosos e
manipulados de maneira apropriada. As técnicas
assépticas e as precaugdes habituais de manipulagéo
para o grupo bacteriano estudado devem ser
respeitadas durante toda a manipulagdo; consultar o
"NCCLS M28-A, Protection of Laboratory Workers from
Instrument  Biohazards and Infectious Disease
Transmitted by Blood, Body Fluids, and Tissue,
Approved Guideline — Revisdo em vigor". Para
informagdes complementares sobre as precaugdes de
manipulagdo, consultar o "Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories - CDC/NIH - Ultima
edicado", ou a regulamentacdo em vigor no pais de
utilizagéo.

»Os meios de cultura ndo devem ser utilizados como
materiais ou componentes de fabrico.

» Nao utilizar os reagentes apds a data de validade.

» Nao utilizar os reagentes se a embalagem estiver
danificada.

* N&o utilizar placas contaminadas ou desidratadas.

» A utilizagao do meio pode ser delicada para as pessoas
com dificuldades na apreciagéo de cores.

¢ A interpretagdio dos resultados do teste deve ser
efectuada tendo em conta os aspectos macro e
microscopicos e, eventualmente, os resultados de
outros testes.

» O comportamento funcional apresentado foi obtido com
o procedimento indicado neste folheto informativo.
Qualquer desvio de procedimento pode alterar os
resultados.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO
» As placas conservam-se entre 2° C e 8° C dentro da

* impresso em cada placa

COMPOSIGAO

Férmula tedrica:

Este melo pode ser ajustado e/ou suplementado em fungao dos
critérios de qualidade impostos:

Peptonas vegetais e animais (porcinas ou bovinas)................... 20,1g
Tris 065g
Mistura cror 049
Mistura .41g
Agar. 13g
Agua 1000 mi

pH73

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO
» Estufa de bacteriologia.

PRECAUGOES DE UTILIZAGAO

» Somente para uso em diagndstico in vitro

* Unicamente para uso profissional

o Este dispositivo contém componentes de origem animal.
O controlo da origem e/ou do estado sanitario dos
animais ndo pode garantir de maneira absoluta que
estes produtos nado contenham nenhum agente
patogénico transmissivel, &€ recomendado manipula-los
com as precaucdes de utilizagao relativas aos produtos
potencialmente infecciosos (n&o ingerir; ndo inalar).

balagem até a data de validade.
+0O prazo de conservagdo das placas fora da
embalagem, em saqueta/sachet de celofane, é de 2
semanas a 2° - 8° C, ao abrigo da luz.

AMOSTRAS

As amostras tém origens diferentes (principalmente:
nariz, garganta, perineo, virilha...). S&o semeadas
directamente na gelose ou apés enriquecimento em
caldo.

E conveniente respeitar as boas praticas em termos de
colheitas/coletas e de transporte, adaptadas a cada tipo
de colheita/coleta.

PROCEDIMENTO

1. Deixar as placas atingir a temperatura ambiente.

2. Semear a gelose MRSA ID directamente com as
amostras.
O meio pode também ser semeado com um caldo de
enriquecimento.

3. Incubar na estufa, com a tampa para baixo, a 37°C
em aerobiose. As culturas s3c examinadas,
geralmente, apds 18 a 24 horas de incubagéo.

Em caso de resultado negativo (auséncia de
crescimento ou de coloragéo), o meio deve ser
incubado durante mais 24 horas suplementares.

A escolha da temperatura de incubagdo é da
responsabilidade do utilizador em fungéo da aplicagéo
e das normas em vigor.

bioMerieux® sa
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