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Colonizacdo e suscetibilidade & antimicrobianos de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis em mé&os e mucosa nasal de pacientes internados em leitos de

enfermaria

Autores: Amanda Ossami Peres; Hugo Valério Corréa de Oliveira.

Resumo

Objetivo: Analisar a prevaléncia da colonizacdo e o perfil de resisténcia de S. aureus e S.
epidermidis na mao e na mucosa nasal de pacientes internados nas enfermarias de um hospital
pablico em Manaus-Am. Método: Estudo observacional analitico do tipo transversal. Foram
realizadas coleta de material biol6gico das médos e da mucosa nasal por meio de friccdo com
swabs no decorrer de 2 meses. As amostras foram cultivadas em agar manitol salgado para
crescimento e diferenciacdo. A verificacao de producdo de biofilme ocorreu por meio de analise
fenotipica em &gar vermelho congo. Para a analise do perfil de resisténcia a antimicrobianos,
isolados de S. aureus e S. epidermidis foram cultivados em meio Agar Mueller-Hinton, onde
foram adicionados pequenos discos antimicrobianos em sua superficie. Resultados: Dos 81
participantes, identificou-se isolados de Staphylococcus em todos nas fossas nasais, sendo 51 (63%) de
S. aureus e 29 (35,8%) de S. epiermidis, além disso houve identificacdo de 41 (80,4%) S. aureus
resistente a meticilina (MRSA). Nas mdos, 80 (98,8%) amostras apresentaram isolados de
Staphylococcus, sendo 52 (65%) de S. aureus e 26 (32,5%) de S. epidermidis, houve identificacdo de
47 (94%) MRSA. Houve producéo de biofilmesem 42 (80,8%) amostras de S. aureus e 25 (86,2%)
de S. epidermidis na mucosa nasal e por 42 (76,43%) amostras de S. aureus das méos.
Conclusédo: Constatou-se elevada prevaléncia de S. aureus e S. epidermidis, baixa suscetibilidade
desses isolados a antimicrobianos testados e alta capacidade de produzir biofilmes.

Descritores: Infeccdo Hospitalar; Infecgdes Estafilocdcicas; Biofilmes; Resisténcia Bacteriana
a Antibidticos;

Descriptors: Cross Infection; Staphylococcal Infections; Biofilms; Drug Resistance Bacterial;



Introducéo

As infeccdes relacionadas a assisténcia em saude (IRAS) sdo aquelas que ocorrem pela
prestacdo de servicos em saude e que ndo estdo presentes - ou em periodo de incubacao - na
admisséo do paciente®™. As IRAS sdo um relevante problema de satde publica que, segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), acomete cerca de 10% dos pacientes hospitalizados
nos paises em desenvolvimento, associadas, sobretudo, a realizacdo de procedimentos
invasivos e a permanéncia de dispositivos médico-hospitalares, tais como cateteres venosos,

por longos periodos®?),

Microrganismos como Staphylococcus aureus (estafilococo coagulase-positivo) e
Staphylococcus epidermidis (presente em cerca de 75% dos isolados de estafilococos
coagulase-negativo - SCoN), sdo bactérias comensais presentes em pele e mucosa, de fécil
disseminacdo intra-hospitalar e que possuem importante prevaléncia nas infeccOes
nosocomiais, principalmente aquelas de corrente sanguinea, sendo 0s pacientes

imunossuprimidos ou com doengas cronicas mais susceptiveis a infecces graves™®).

Além de serem bactérias frequentemente causadoras de infeccdo hospitalar, produzem
estruturas denominadas biofilmes, que sdo coldnias de bactérias conjugadas, capazes de se
aderir irreversivelmente em superficies bidticas ou abidticas e sdo envolvidas por uma
membrana extracelular constituida por substancias poliméricas extracelulares que protegem a
coldnia contra forcas mecanicas, dificultam a penetracdo de antimicrobianos e interferem nos
mecanismos de defesa do hospedeiro, como na migracdo de células fagociticas ao foco de
infeccao®,

O S. aureus coloniza aproximadamente 30% da populacdo e pode causar diversos tipos
de infeccdes, desde infecches cutdneas mais simples a infeccbes mais graves com maior
potencial de mortalidade como osteomielite, endocardite e sepse, sendo a colonizacgao nasal por

essa bactéria um fator de risco do hospedeiro que aumenta a propensdo a infeccdo @9



Apresenta importante patogenicidade e capacidade de desenvolver resisténcia a

antimicrobianos como a meticilina, vancomicina e outros antibiéticos de primeira geragao?,

Jao S. epidermidis, embora apresente menor viruléncia, pode ser um potencial patdgeno
infectante, especialmente durante a introducdo de dispositivos protéticos ou de cateteres
intravasculares, por produzir biofilmes mais espessos que aderem a essas superficies'?, Esse
fator pode dificultar o tratamento com antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro,

especialmente sob a a¢do dos macrofagos®.

Diante desse cenario adverso e frequente, muitas vezes evitdvel, que eleva a
morbimortalidade e os custos de assisténcia em salde, buscou-se analisar a taxa de
colonizacdo de S. aureus e S. epidermidis na mucosa nasal e em méos de pacientes internados
em leitos de enfermaria em uma Fundacdo Hospitalar na cidade de Manaus-Am. Aliado a essa
colonizacdo, verificou-se, também, a suscetibilidade dos isolados frente a alguns

antimicrobianos e suas capacidades de produzirem biofilmes.

Método

Este estudo é resultado da compilacdo de dados de dois projetos relacionados e ja
concluidos (CAAE: 36694920.8.0000.5016, parecer: 4.362.998 e CAAE:
37270620.0.0000.5016, parecer: 4.410.035). Tratou-se de estudo observacional analitico
transversal envolvendo pacientes internados nos leitos de enfermaria das clinicas médica,
cirurgica e ortopédica da Fundacao Hospital Adriano Jorge (FHAJ), em Manaus- Am, Brasil.
A critério dos pesquisadores, estabeleceu-se uma amostragem minima de 35% para 0
quantitativo de leitos de cada enfermaria, sendo todos com idade igual ou superior al8 anos. A
selecdo dos participantes ocorreu por aleatorizagdo numeérica dos leitos, gerada por meio do

software BioStat, v. 5.3.



O periodo de coleta de dados e das amostras ocorreu nos meses de novembro e dezembro
de 2020, em pacientes internados por um periodo ndo inferior ha 24 horas. A abordagem dos
pacientes ocorreu através da apresentagdo do projeto com posterior convite para a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em seguida, por meio de um
questionario semiestruturado, realizou-se entrevista para a identificacdo do paciente e seu
historico de satde. As informacdes referentes a internacdo e procedimentos médicos ocorreram
pela andlise dos prontuérios e registros de enfermaria. As informacdes e resultados obtidos
neste estudo foram de natureza numérica e categérica, sendo estas organizadas da seguinte
forma: sexo, cor, idade, local da enfermaria, causa da internacao, se estava em momento pré ou
pos-operatdrio, tempo entre a admissdo e a coleta de dados e amostras, condi¢des de saude do
paciente a cerca de doencas cronicas ndo transmissiveis, transmissiveis e agravos, se estava
com infeccdo prévia, se houve bactéria isolada, perfil de resisténcia a antimicrobianos e

producgéo de biofilmes.

A coleta das amostras se deu a partir da regido palmar e da porc¢do anterior da mucosa
nasal dos participantes, por meio da friccdo dessas regiGes com movimentos giratorios por um
swab (zagarota) umedecido com solucéo salina 0,9% estéril. Um swab foi usado para a coleta
de ambas as maos e outro para as fossas nasais. Apds isso, foram acondicionados em tubos
contendo caldo de Trypticase Soy Broth (TSB, Kavasi) estéril e transportados ao laboratério
para analises. Os swabs foram utilizados para semear placas de cultivo contendo Agar Manitol
Salgado (AMS, Kasvi®), por meio de semeadura por esgotamento, e incubados a 35 °C por até
24 h. O crescimento de col6nias em meio seletivo AMS permitiu diferenciar S. aureus de S.
Epidermidis. A confirmacdo da micromorfologia das colénias, por meio da técnica de coloragéo
de GRAM, também foi realizada, assim como os testes bioquimicos da catalase e da coagulase.

A analise da capacidade de producdo de biofilmes se deu a partir da observacdo das



caracteristicas de crescimento das coldnias em meio Agar Vermelho Congo suplementado, com

5% de sacarose¥).

O método de Kirby-Bauer® foi utilizado para a analise do perfil de resisténcia a
antimicrobianos. Col0nias jovens de S. aureus e S. epidermidis foram inoculadas em 10 mL de
meio TSB e incubados em 35 °C, sob agitacdo de 160 rpm, até que atingissem uma DOg25nm
0,08-0,13 (equivalente ao padrdo de 0,5 McFarland). Apo6s isso, com auxilio de um swab estéril,
as culturas foram semeadas em placas de Petri contendo meio Agar Miieller-Hinton, de modo
a formar um gramado bacteriano continuo. Cerca de 5 min apds o espalhamento da bactéria,
pequenos discos embebidos com antimicrobianos (SENSIFAR E MULTIFAR-CEFAR®)
foram, cuidadosamente, adicionados na superficie do meio. As placas foram incubadas a 35°C,

por 16h, sendo ent#o interpretadas de acordo com a 312 Edigéo do protocolo M100, do CLSI9),

Os dados foram organizados de forma descritiva univariada, com sumarizacdo das
variaveis e analise de distribuicdo das frequéncias. Os testes paramétricos do Qui-Quadrado,
Teste Binomial e Teste Exato de Fisher forma utilizados para as analises das hipdteses,
correlacdes e diferencas entre as frequéncias. Todas as analises estatisticas foram realizadas no
programa SPSS® Statistics, v. 26, da IBM®, com intervalo de confianca no nivel 95% (IC 95%).
Os gréaficos foram elaborados no programa OriginPro 2019b, v. 9.6.5.169, da OriginLab

Corporation®.
Resultados

A coleta de dados e das amostras bioldgicas foram realizadas em 81 pacientes, sendo a
maioria do sexo masculino (63%), da enfermaria de clinica cirdrgica (54,3%) e que estavam
em condicdo pré-operatoria (46,9%). Dos participantes portadores de doencas crénicas ndo
transmissiveis (DCNTSs), a hipertensdo arterial e o Diabetes mellitus (tipo 1 ou 2) foram as

comorbidades mais frequentes, correspondendo a 46,15% e 42,30%, respectivamente. A



maioria dos participantes ndo apresentavam infeccdes prévias (95,1%) — Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes, internacdo e histdérico de saude. Manaus, AM, Brasil,

Variaveis

n(%o) ou 0+xDP

2020
Variaveis n(%) ou X+DP

Pacientes (n=g1)

Homens 51(63,0)

Mulheres 30 (37,0)
Idade (anos) 38+16,2
Cor

Branca 41 (50,6)

N&o branca 40 (49,4)
Enfermaria

Clin. cirargica 44 (54,3)

Clin. médica 18 (22,2)

Clin. ortopédica 19 (23,5)

Condicdo dos pacientes no
ato da intervencao

Pré-operatorio 38(46,9)

Po6s-operatorio 25(30,9)

N&o operatorio 18(22,2)
DCNTS (n=g1) 26 (32,1)
DSTS (n=s1) 0 (0,0)

T. de internacéo no ato
da intervencao (dias)
Pré-operatorio
Pos-operatorio
N&o operatdrio
Infecdo prévia
Sim
N&o
Uso de Aths. em
pacientes previamente
infectados (n=4)
Sim
Né&o
Atbs. usados em
pacientes previamente
infectados
Metronidazol e
Ciprofloxacino
Ciprofloxacino

2,229
5,649,0
17,0+21,3

4(4,9)
77(95,1)

2(50,0)
2(50,0)

Tempo de USO (dias)

48h
24h

Clin.: Clinica; Mom.: Momento; T.: Tempo; DCNTSs: Doencas cronicas nao transmissiveis;
DSTs: Doencas sexualmente transmissiveis; Atbs: Antibidticos. Valores expressos frequéncia
absoluta e relativa (n; %), média simples (X) e desvio padrédo (DP).

Foram isolados Staphylococus das méos de 80 (98,8%) pacientes (p < 0,05), sendo 52

(65,0%) portadores de S. aureus, 26 (32,5%) de S. epidermidis, um (1,3%) caso de dupla

colonizacdo por S. aureus e S. epidermidis e outro (1,3%) por S.aureus de espécies

geneticamente distintas. Em relacdo aos isolados das fossas nasais, todas as amostras obtidas

das foram positivas, sendo que 51 (63,0%) pacientes eram portadores de S. aureus, 29 (35,8%)

de S. epiermidis e um (1,2%) caso de dupla colinizagdo envolendo S. aureus — Gréfico 1.
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Grafico 1. Isolados de S. aureus e S. epidermidis em pacientes internados em leitos de
enfermaria. M: Maos; FN: Fossas nasais. A+E e A+A indicam dois isolados de uma mesma
amostra. *Teste binomial com p unilateral < 0,05. Fonte: Elaborado pelos autores, 2022.
Constatou-se uma frequéncia significativa de S. aureus na enfermaria da Clinica
Cirdrgica, estando esta presente em 48% das méos e em 52% das fossas nasais dos pacientes.
A distribuicdo de S. aureus foi constante (presente em todos os pacientes). A distribuicdo de S.

epidermidis foi igual entre as enfermarias — Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia dos isolados por enfermaria e por sitio de coleta.

Enfermaria
Isolado CcC CM CO
S. aureus* n(%) n(%) n(%) p
Sim 50(100,0) 27(100,0) 30(100,0) <0,05¢2
Maos 24(48,0) 15(55,6) 16(53,3)
Fossas nasais 26(52,0) 12(44,4) 14(46,7)
Né&o 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
S. epidermidis
Sim 39(100,0) 8(100,0) 9(90,0) > 0,05°
Maos 20(51,3) 3(37,5) 4(44,4)
Fossas nasais 19(48,7) 5(62,5) 5(55,6)
Né&o 0(0,0) 0(0,0) 1(10,0)

CC: clinica-cirurgica; CM: clinica-médica; CO: clinica ortopédica.

“S. aureus teve uma distribuicdo constante.

2 Teste do Qui-quadrado de aderéncia (X% = 8,766; p = 0,0012). S. aureus teve uma
frequéncia significativamente maior na CC.

b Teste exato de Fisher (X% = 2,507; p = 0,537). S. epidermidis apresentou-se igualmente
distribuido

A maioria dos Staphylococcus isolados das fossas nasais apresentou resisténcia para
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0s animicrobianos testados. Sendo que, 25 (86,2%) dos isolados S. epidermidis demonstraram
resisténcia a oxacilina, 24 (92,3%) a cefoxitina, 22 (88%) a eritromicina, 15 (60,0%) ao
sulfametoxazol + trimetropin e 20 (76,9%) a clinadamicina. Para S. aureus, 45 (90%) isolados
foram resistentes a eritromicina, 41 (80,4%) a cefoxetina, 40 (78,4%) a clindamicina e 35
(78,4%) a sulfametoxazol + trimetropim — Grafico 2.

Houve semelhanca em relagdo aos Staphylococcus isolados das maos, onde 21
(87,5%) dos isolados de S. epidermidis apresentaram resisténcia a oxacilina, 21 (87,5%) a
cefoxetina, 20 (83,3%) a eritromicina, 17 (73,9%) a sulfametoxazol + trimetropim, e 15
(62,5%) a clindmicina. Para S. aureus, 47 (94%) isolados demonstraram resisténcia a
cefoxetina, 43 (87,8%) a eritromicina, 40 (81,6%) a clindamicina e 34 (69,4%) a
sulfametoxazol + trimetropim — Gréafico 2.

Diante desses resultados, foi possivel caracterizar 80,4% isolados de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) em fossas nasais 94% em maos, ja que a cefoxetina hoje, é a

droga de escolha para para testar sensibilidade a meticilina.
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Grafico 2. Perfil de suscetibilidade de isolados com antimicrobianos padronizados. S: Sensivel;
I: Intermediario; R: Resistente. Discos de antimicrobianos em concentracdo padrdo para as
respectivas espécies isoladas segundo CLSI. OXA: oxacilina; CFO: cefoxetina; SUT:
sulfametoxazol + trimetropim; ERI: eritromicina; CLI: clindamicina; AMC: ampicilina.
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A rifampicina (RIF), a oxacilina (OXA) e a vancomicina (VAN) ndo estavam em
concentragdo padronizada de acordo com o CLSI, sendo necessario analise separadamente
seguindo este protocolo®®, assim como o teste com a oxacilina, que na concentragio de 1ug é
padronizado apenas para testagem de S. epidermidis — Gréfico 3.

A média dos halos de inibig&o para rifampicina indicou possivel resisténcia dos isolados
neste estudo, assim como a média dos halos de inibi¢éo para vancomicina, que também apontam

possivel resisténcia a este antibiotico. Em relacéo a oxacilina o resultado foi inconclusivo.

S. sureus kolados das Maos

[ 2

T T T T T T
RF H0ug OXA 1ug VAN 30ug RF 30 ug OXA 1ug VAN 3019

S sureus Isolados das Fossas Nasas

S 304 e un

Halo de inibigao (mm)
o N @
° 3 ] 8
T : . h
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Gréfico 3. Valores de inibicdo de isolados das méos e fossas nasais com antimicrobianos ndo
padronizados. RIF: rifampicina; OXA: oxacilina; VAN: vancomicina.

Houve producdo de biofilme nos isolados de mucosa nasal em 42 (80,8%) isolados de
S. aureus e em 25 (86,2%) de S. epidermidis. Nas maos, ocorreu producéo em 42 (76,43%) dos

isolados de S. aureus e em 16 (59,25%) de S. epidermidis (p < 0.05) — Gréfico 4.
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Gréfico 4. Producdo de biofilmes pelos isolados de S. aureus e S. epidermidis. M: Maos; FN:
Fossas nasais; A: S. aureus; E: S. epidermidis. * Teste binomial com p unilateral < 0,05.

Discussao

S. aureus e S. epidermidis s&o microrganismos comensais que podem estar nas maos ou
na cavidade nasal anterior dos individuos, sendo este um importante sitio de disseminacao e
determinante na patogénese de S. aureus®. Neste estudo foi possivel constatar presenca de
isolados em praticamente 100% das amostras, sendo S. aureus o mais prevalente nos dois locais
de coleta, em uma proporcéo significativamente maior que a prevaléncia global de portadores,
estimada em cerca de 30%". Isto gera preocupacéo devido, sobretudo, a potencial gravidade
de infeccdo, e por sua frequéncia ter sido significativa na enfermaria de clinia cirurgica, onde

0s pacientes foram ou serdo submetidos a procedimentos invasivos.

A prevaléncia de S. epidermidis foi menor do que de S. aureus, o que se mostra diferente
em outros estudos nos quais a prevaléncia de SCoN é maior, com S. epidermidis sendo o mais
prevalente e um fator de protecdo comensal contra S. aureus, como demonstrado em um estudo
de Goiania apresentou frequéncia de 66,3% de SCoN®® e outro no Rio Grade do Norte

identificou SCoN em 60,6% em mucosa nasal?.

Além disso, ha uma elevada taxa dos isolados de S. epidermidis resistentes tanto para

oxacilina (>80%) quanto cefoxetina (>90%), indicando S. epidermidis meticilina resistente
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(MRSE), que possui capacidade de insercéo e transferéncia dos genes de resisténcia para S.

aureus comensais, produzindo MRSA, sendo portanto um fator de risco®?.

Em um estudo que analisou a epidemiologia de MRSA na América Latina, a prevalénia
variou entre os paises, sendo em 42% na Argentina, 36% na Bolivia, 47% na Colémbia, 80%
no Chile e em torno de 54% no Brasil®Y. Ha significativa variacdo entre os paises e entre
estados no Brasil sobre a prevaléncia de MRSA, o que dificulta a comparac¢ao com os resultados
desta pesquisa, na qual a prevaléncia se mostrou elevada, sendo 80,4% nas fossas nasais e em

94% nas maos??.

As infeccOes causadas por MRSA usualmente sdo manejadas com antimicrobianos
glicopeptideos como a vancomicina. Tendo em vista a média dos halos de inibigdo dos isolados
que se demonstraram sugestivos para sensibilidade reduzida a esta droga, a alta taxa de MRSA
na pesquisa acarreta maior necessidade de prevencdo, vigilancia e triagem para diagndéstico de
S. aureus intermediario para vancomicina (VISA) e S. aureus resistente a vancomicina (VRSA)

diante de infecgBes, principalmente para as de repercussao sistémicas®.

Outro aspecto importante foi a elevada prevaléncia da producdo de biofilmes que se
mostrou significativa nas fossas nasais tanto para S. aureus quanto por S. epidermidis em uma
frequéncia > 80%, acarretando maior risco aos portadores desses microrganismos, visto que
infeccbes relacionadas a presenca de biofilmes sdo responsaveis por maior morbidade,

episadios de recidiva ou cronicidade.

Acerca do S. aureus, isso pode se correlacionar com a alta taxa de MRSA, ja que este
possui capacidade intrinseca de desenvolver biofilmes, como demosntrado em um estudo
realizado com 810 participantes no departamento de emergéncia do hospital Beheshti, Kasahan,
no Ird, que identificou produgdo de biofilmes em todos portadores nasais dos isolados de

MRSA®@,
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Concluséao

Foi possivel identificar alta prevaléncia de S. aureus e S. epidermidis colonizando
mucosa nasal e maos em uma taxa maior que 80%, concomitante a isso foi possivel constatar
uma baixa suscetibilidade desses isolados a diversos antimicrobianos, inclusive a
caracterizacdo de MRSA em elevada frequéncia dentre as amostras. Destaca-se ainda que mais

de 70% dos isolados foram capazes de formar biofilmes.

Todos esses fatores podem corroborar para um alto potencial de infecgdo entre os
participantes diante desses patdgenos, em decorréncia de certa dificuldade para que esses
microrganismos sejam removidos do ambiente além de maior resisténcia a tratamentos diante

de eventual infeccao.
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