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RESUMO ABSTRACT

Objetivo: Caracterizar os fatores de viruléncia e o perfil de
suscetibilidade antimicrobiana de isolados de Staphylococcus
spp. provenientes de amostras de jaleco e estetoscopio dos
profissionais de saude, e das maganetas das portas da
enfermaria e Unidade de Terapia Intensiva do Hospital
Universitario Sul Fluminense. Material e Métodos: As amostras
de estetoscopio, maganeta e jaleco, foram coletadas
com”’swab” estéril umedecido em solugcdo salina e foram
colocados em caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo Bovino
(BHI) e incubados por 24-48h a 37°C para o crescimento. Foram
feitas as identificagbes necessarias para caracterizagdo dos
fatores de viruléncia e o perfil de suscetibilidade antimicrobiana
de isolados de Staphylococcus spp. no laboratério de
Microbiologia da Universidade Severino Sombra. Resultados:
Foi obtido um total de 59 Staphylococcus spp, identificados
como Staphylococcus aureus (n=6) e Staphylococcus
coagulase negativos (n=53). Do grupo coagulase-negativo
foram identificados 34 isolaods de Staphylococcus epidermidis
e 19 de Staphylococcus saprophyticus. Em relagao aos fatores
de viruléncia, 76,3% isolados foram produtores de “slime”. A
hemodlise foi detectada em 50,9% dos isolados, destes 35,6%
apresentaram hemdlise total e 15,3% a hemolise parcial. O
sinergismo hemolitico foi positivo em 59,3% dos isolados sendo
que destes, 13 ndo apresentaram hemolisinas. De acordo com
o perfil de suscetibilidade, 96,6% foram resistentes a penicilina.
A gentamicina foi o antibiético que apresentou menor
percentual de resisténcia (15,3%). Concluséo: Os jalecos,
estetoscopios e maganetas das portas, podem ser considerados
como um veiculo potencial para transmissdo de micro-
organismo dentro do ambiente hospitalar.
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Objective: To characterize the virulence factors and
antimicrobial susceptibility profile of Staphylococcus spp. from
samples of lab coat and stethoscope of health professionals,
and from the handles of the doors of the ward and intensive
care unit of Sul Fluminense University Hospital. Materials and
Methods: The samples from stethoscopes, handles and coats
were collected using moistened sterile swabs soaked in saline.
Then the swabs were placed in Brain Heart Infusion (BHI) broth
and incubated for 24to 48 h at 37°C for growth. Then we
further characterized the virulence factors and antimicrobial
susceptibility of Staphylococcus spp. in the Microbiology
Laboratory of Severino Sombra University. Results: A total of
59 isolates of Staphylococcus spp. were recovered, of which
six were Staphylococcus aureus and 53 were coagulase-
negative Staphylococcus. Among the coagulase-negative
isolates, 34 were Staphylococcus epidermidis and 19
Staphylococcus saprophyticus. As for virulence factors, 76.3%
of the isolates were slime-producers. Hemolysis was detected
in 50.9% of the isolates, of which 35.6% showed total hemolysis
and 15.3% partial hemolysis. The hemolytic synergism was
positive in 59.3% of the isolates and of these, 13 showed no
hemolysin. According to the susceptibility profile, 96.6% were
resistant to penicillin. Gentamicin was an antibiotic that showed
the lowest percentage of resistance (15.3%). Conclusion: Lab
coats, stethoscopes and door handles can be considered as a
potential vehicle for the transmission of microorganisms within
the hospital environment.
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ambiente hospitalar € um local repleto de
micro-organismos, que podem ser
transmitidos de uma pessoa para outra®

A Infecgéo Hospitalar (IH) é definida como
aquela adquirida ap6és a internagao do paciente e
que se manifesta 72 horas apés a internagao ou 48
horas apds a alta e quando puder ser relacionada
com a internacao ou procedimentos hospitalares’?2.
A prevaléncia dessas infecgdes € crescente, levando
ao aumento da mortalidade e gastos intra-
hospitalares®*. Qualquer paciente esta sujeito a
contrair uma IH, principalmente os que estao em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), que estdo em
um longo periodo de internacéo e passaram por
procedimentos cirlrgicos®.

Essas infecgbes podem ser disseminadas
pela equipe médica, como também pelos
equipamentos utilizados por eles para atender os
pacientes. Essa transmisséao se da principalmente
pelo contato direto, onde os profissionais tocam
pacientes que estdo infectados e n&o higienizam
suas maos e nao fazem a assepsia de seus fomites
para examinar outro enfermo?®. Sabe-se que objetos
que parecem ser inofensivos como jaleco,
estetoscopio e macganetas, podem ser lugares
propicios para a proliferagao de micro-organismos®.

O Staphylococcus spp. € um microrganismo
que faz parte da microbiota normal da pele e mucosa
dos seres humanos’. E a bactéria mais importante
e relacionada com as infecgdes nosocomiais, por
apresentar uma grande capacidade de adquirir
resisténcia a antimicrobianos, principalmente a
classe dos a-lactamicos, além de produzir uma
variedade de fatores de viruléncia, como biofilmes e
hemolisinas, que contribuem na invasao das defesas
fagociticas do hospedeiro, facilitando a sua aderéncia
as células epiteliais e a colonizagao dos tecidos e
persisténcia extracelular®.

As infeccbes por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) foram consideradas
um problema predominantemente hospitalar até a

década de 1980, quando foram registrados os
primeiros casos por cepas de origem comunitaria
ou Staphylococcus aureus resistente a meticilina
adquirido em comunidade (CA-MRSA). Desde entao,
cepas de MRSA exibindo caracteristicas genéticas
e fenotipicas diferentes das apresentadas pelas
cepas hospitalares, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina adquirido em hospitais (HA-
MRSA) passaram a ser identificadas na comunidade
causando infecgdes em pessoas saudaveis, ndo
expostas aos habituais fatores de risco, resultando
na mudanca da epidemiologia destes micro-
organismos®. Esta resisténcia limita as opgdes
terapéuticas e prolonga o tempo de tratamento
dessas infecgoes?%1°.

Diante desta situacdo, grande tem sido o
interesse em identificar os principais focos de IH,
para entdo diminuir a resisténcia antimicrobiana e
seus gastos, além das mortes causadas por
microrganismos presentes no ambiente hospitalar.
O objetivo do trabalho foi isolar Staphylococcus spp.
obtidos a partir de amostras de estetoscoépios e
jalecos de toda a equipe médica, bem como de
macanetas da enfermaria e da UTI do Hospital
Universitario Sul Fluminense (HUSF) e avaliar seu
perfil de suscetibilidade antimicrobiana e seus
fatores de viruléncia.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras através de uma
leve friccdo de um “swab” estéril umedecido em
solugao salina, de objetos inanimados como
jaleco(parte de bolsos, mangas e punhos),
estetoscopio(parte do diafragma) e maganetas da
UTI adulta e infantil, e das enfermarias do Hospital
Universitario Sul Fluminense (HUSF) (Tabela 1).

As amostras foram coletadas de profissionais
da area da saude como médicos, académicos e
enfermeiros que estavam disponiveis no momento

Tipos de Amostras/ Setores n
Jalecos enfermaria 22
Jalecos UTI 5
Estetoscépios enfermaria 16
Estetoscépios UTI 10
Macanetas enfermaria 15
Macanetas UTI 6

Total 74
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da coleta. As coletas foram feitas em duas etapas,
sendo a primeira coleta realizada em maio de 2015
e a segunda em agosto de 2015.

Apdés a coleta, as amostras foram
transportadas imediatamente, sob condigdes
adequadas de refrigeracédo para o Laboratério de
Microbiologia da Universidade Severino Sombra
(USS). Posteriormente, os “swabs” com as
amostras foram colocados em caldo BHI (Kasvi®)
e incubados por 24-48 horas a 37°C para
crescimento.

Todas as amostras coletadas foram
inoculadas em meios enriquecidos e seletivos e
diferenciais. No isolamento primario foi utilizado agar
sangue de carneiro 5% (NewProv®). As colfnias
isoladas foram submetidas ao método de Gram, teste
da catalase e hidroxido de potassio (KOH) a 3%.
De acordo com as caracteristicas morfotintoriais e
de crescimento, os isolados foram inoculados em
agar Manitol Vermelho de Fenol (MVF) (Himidea®)
para melhor identificagdo™.

As colbnias isoladas foram semeadas em
agar MVF, meio seletivo para Staphylococcus spp.
para observacdo dos aspectos fenotipicos
caracteristicos do género, como a fermentagéo ou
n&o do manitol. Aidentificagao foi efetuada por meio
do procedimento padrdo: prova da coagulase,
sensibilidade a bacitracina e fermentagcéo de
acUcares'".

Para a diferenciacdo das espécies de
Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN) em
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) e
Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus) foi
feita o teste da novabiocina. A amostra foi semeada
em placa de Petri contendo o meio Muieller-Hinton
(NewProv®), em seguida foi colocado o disco de
antibidtico de novabiocina 5 ug/mL e verificando o
crescimento do halo. Aformagéo de halo d” 16mm,
identifica S. saprophyticus, pois estes sao
resistentes a novabiocina. Os que apresentam halo
e” 17 sao sensiveis e caracterizando S.
epidermidis™.

Os Stapylococcus spp. foram submetidos aos
testes de suscetibilidade segundo os padrées do
CLSI™,

Os isolados de estafilococos foram
suspensos em caldo BHI, incubados durante 24
horas a uma temperatura de 37°C e diluidos na
concentragao do tubo 0,5 da escala de Mc Farland,
equivalente a 1,5 x 10° células/mL. Uma suspensao
bacteriana (0,1 mL) foi distribuida por toda a
superficie das placas contendo agar Mieller Hinton
com o auxilio de um “swab” estéril. Os discos foram

depositados sobre a superficie do meio de cultura,
ja contendo o indculo. Apds incubagéo por 24 horas
a 37°C, o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos de eleicao foi avaliado através da
medi¢cao do tamanho, em milimetros, da area de
inibicao dos antibiéticos'®. Foram utilizados os
seguintes antibioticos: A eficacia comparativa da
cefalotina (30ug), cefoxitina (30ug), ceftriaxona
(30ug), ciprofloxacina (5ug), clindamicina (2ug),
enrofloxacina (10ug), gentamicina (10ug), imipenem
(10ug), linezolida (30ug), norfloxacina (10ug),
penicilina (10Ul), oxacilina (1ug), tetraciclina (30ug),
foram analisados para todos os isolados.

Para a detecgao de producgao de a-lactamase
foi utilizado o teste da borda. Foi colocado um disco
de penicilina de 10ug em agar Mueller-Hinton, e
verificado o tipo de borda formada no halo de
inibicdo. A detecgao de borda definida indica a-
lactamase negativa e penicilina resistente, e a
presenca da borda difusa indica &-lactamase positiva
e penicilina resistente’.

Para a detecgéo do fenétipo MLS  os isolados
foram submetidos ao teste de duplo disco para
caracterizagcao dos fenodtipos de resisténcia a
macrolideos, sendo o disco de eritromicina (15ig)
aplicado a 20 mm de distancia ao de clindamicina
(2ig). O fenotipo MLS, & caracterizado como
constitutivo (cMLS,) quando isolados resistentes
apresentarem halos de inibigdo reduzidos ao redor
dos discos ou indutivo (iIMLS;) quando halo de
inibicao ao redor do disco de clindamicina sofre uma
constricdo de didmetro préximo ao disco de
eritromicina. Ja o fenétipo M é caracterizado pela
resisténcia apenas a eritromicina™.

Foram realizados trés testes de fatores de
viruléncia diferentes, sendo o primeiro a produgao
de “slime” em microplacas. Esse teste foi baseado
na metodologia de Christensen e colaboradores,
onde os isolados foram semeados em agar sangue
por 24 horas a 37°C e as colbnias foram inoculadas
em microplacas de 96 pogos contendo caldo
tripticase soja (Himidea®) a 0,24% de glicose, e
novamente incubadas por 24 horas. Apods
crescimento bacteriano o caldo foi descartado
vertendo-se a microplaca. Os pogos foram lavados
com agua destilada e corados com fucsina por 30
minutos em temperatura ambiente. A produgao de
“slime” é observada como uma pelicula aderida ao
fundo da placa®. Os resultados foram avaliados
através de leitura visual segundo a escala: ausente
(-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++).

O segundo teste foi a produgédo de
hemolisinas. Os isolados foram semeados através
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de estrias radiais em agar sangue para avaliagéo
da produgao de halos de hemodlise total e parcial
apos 24 horas a 37°C. Isolados de Staphylococcus
produtores de hemdlise parcial foram denominados
a-hemoliticos enquanto que os produtores de
hemolise total sdo denominados &-hemoliticos™.

Por fim, foi avaliado o Sinergismo Hemolitico
(SHA) através do inéculo de S. aureus produtor de
a-hemolisina em agar sangue e os isolados foram
semeados perpendicularmente a este. Uma zona
de hemolise total dentro da zona parcial de a-
hemolisina foi considerada como SHA positivo™®.

A cepa padrao de S. aureus (ATCC 25923)
sera utilizada como controle dos trés testes.

RESULTADOS

Do total de 74 amostras coletadas, apds a
identificacao, foi obtido um total de 59 isolados de
Staphylococcus spp., sendo 10,2% (6/59) de S.
aureus, 57,6% (34/59) de S. epidermidis e 32,2%
(19/59) de S. saprophyticus (Tabela 2).

Apos identificagdo bacteriana, os isolados
foram avaliados quanto ao perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos (tabela 3). Dos 59 isolados
avaliados, 96,6% foi resistente a penicilina.

Cerca de 64,4% dos isolados foram
resistentes a cefalotina, sendo este antibidtico uma
cefalosporina de primeira geragdo. Também foi
possivel detectar 79,7% de resisténcia a cefoxitina,
e 84,7% dos isolados foram resistentes a oxacilina.

A resisténcia a ceftriaxona foi detectada em
62,7% dos isolados. A resisténcia a ciprofloxacina
e clindamicina foram detectadas em 57,6% e 74,6%
dos isolados resistentes, respectivamente. Também
foi possivel observar a resisténcia a enrofloxacina,
gentamicina e imipenem em 18,6%, 15,3% e 16,9%
dos isolados, respectivamente.

Em relagdo alinezolida, 59,3% dos isolados
foram resistentes. Foram detectados 40,7% de
resisténcia a norfloxacina e 52,5% a tetracicilina.

O desenvolvimento da resisténcia aos
antimicrobianos por diversos patégenos vem
aumentando a cada dia, o que torna de grande
importancia a pesquisa de novos agentes para
combater as infecgbes®, A maioria das bactérias tem
grande capacidade de se adaptar aos antibidticos,
tornando-se mais resistentes e dificultando o
tratamento das infecgdes, pois, os mecanismos de
resisténcia bacteriana sdo complexos e variados'’.

Dos 59 isolados de Staphylococcus spp.
avaliados, foram detectadas 10 amostras com
bordas definidas, sendo estes classificados como
a-lactamase negativa; 18 isolados apresentaram
halo difuso, sendo classificados como &- lactamase
positiva; e 31 isolados foram resistentes a penicilina,
conforme o grafico a seguir.

No presente estudo foi possivel fazer o
fenotipo MLS, de 37 isolados, onde 11 isolados
apresentaram resisténcia induzida da clindamicina,
17 isolados foram resistentes aos dois
antimicrobianos, tanto clindamicina quanto a
eritromicina e 3 isolados foram sensiveis tanto ao
disco de antibidtico da clindamicina, quanto ao da
eritromicina (Figura 2). Também foi possivel verificar
que 5 isolados apresentaram resisténcia
intermediaria para eritromicina, e apenas 1 foi
intermediario tanto para clindamicina quanto para
eritromicina (Tabela 4).

Dos isolados avaliados quanto a produgéo de
hemolisinas, 50,9% foram hemoliticos. Destes,
35,6% apresentou hemdlise total, denominada como
a-hemolisina e 15,3% a hemodlise parcial, chamada
de a-hemolisina (Tabela 6).

O SHA foi positivo em 59,3% (35/59) dos
isolados sendo que destes, 13 ndo apresentaram
hemolisinas (Figura 4).

Amostras S. aureus S.epidermidi S.saprophytic
s us
Jalecos enfermaria 2 3 8
Jalecos UTI 0 4 0
Estetoscopios 1 11 4
enfermaria
Estetoscépios UTI 2 9 0
Macanetas enfermaria 1 4 6
Macanetas UTI 0 3 1
Total 6 34 19
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Cefalotina 30ug CFL 38 2 19
Cefoxitina 30ug CFO 47 0 12
Ceftriaxona 30ua CRO 25 20 14
Ciprofloxacina 30ug CIP 37 3 19
Clindamicina 2uq CLI 44 8 7
Enrofloxacina 10ug ENO 11 6 42
Gentamicina 10ug GEN 9 3 47
Imepenem 10ug IMP 10 1 48
Linezolida 30ug LNZ 35 0 24
Norfloxacina 10ug NOR 24 9 26
Oxacilina 1ug OXA 50 0 9
Penicilina 10ug PEN 57 0 2
Tetraciclina10ug TET 31 8 20

Clindamicina
Eritromicina - - - 3 - - 2 -
Clindamicina/Eritromicina 3 1 1 10 - 1 4 - 1
S. aureus

S. epidermidis
S. saprophyticus

S. aureus
S. epidermidis

S. saprophyticus

(
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16
14
14
12
11
g mBordaDefinida
W BordaDifusa
Resistente aPenicilina
4
3 3
Estetoscopio Jaleco Macaneata

epidermidis.

Figura1. Quantidade de
micro-organismos
isolados com a
caracteristica da producga
de a-lactamase e
resisténcia a penicilina nos
isolados de
Staphylococcus de acordo
com o sitio.

Figura 2. Fenodtipo MLS, indutivo do S.

Figura 3. Producao de “slime”, em
Staphylococcus spp. A- forte produtor (+++),
B- moderado produtor (++), C- fraco
produtor (+), D- ndo produtor (-)
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&-hemolisina

\

DISCUSSAO

O crescimento de Staphylococcus spp. no
total de amostras foi significativo, com isso,
compreende-se que esse micro-organismo tem
grande potencial de ser disseminado pela equipe
médica durante o atendimento a paciente. Embora
seja dificil a associagcéo da transmissao de micro-
organismos das superficies para pacientes e
consequentemente a aquisicao de infecgbes
relacionadas a assisténcia a saude. Estudos tém
comprovado que tais superficies podem hospedar
micro-organismos resistentes, tornando um
potencial reservatoério®.

As infecgdes causadas por S. aureus sao
responsaveis por altas taxas de morbidade e
mortalidade, porém, o S.epidermidis é o agente
infeccioso mais comumente isolado em UTIs. Por
estar presente na pele de pessoas saudaveis, é res-
ponsavel por causar grandes infec¢des oportunistas
ja que pode ser transmitido pelos profissionais de
saude durante e apos procedimentos de rotina ou
invasivos. Neste trabalho o crescimento de S.
epidermidis foi mais frequente que as demais
cepas'®.

Figura 4: SHA positivo de S. Saprophyticus e a-
hemolisina de S. epidermidis.

A resisténcia dos Staphylococcus spp. a
penicilina € um fendbmeno mundial e com prevaléncia
crescente, apesar dos esforgos para conter o
aumento da disseminacao de isolados resistentes?.
O crescente numero de cepas resistentes a
penicilina ja é esperado, devido ao fato desse
antibiético ser amplamente difundido no tratamento
de infecgdes 2'. No presente trabalho cerca de 96,6%
foram resistente a penicilina, confirmando o que
outros autores afirmam sobre a resisténcia da
penicilina.

A clindamicina costuma ser escolhida como
tratamento inicial ou definitivo para infec¢des de pele
e partes moles adquiridas na comunidade. Apresenta
atividade antimicrobiana mesmo tendo uma elevada
carga bacteriana no local da infec¢do'’, porém, no
presente trabalho observa-se uma quantidade
significante de cepas resistente a esse antibidtico,
cerca de 79,7% foram resistentes.

O uso do linezolida € proibido em alguns
paises por ser considerado um medicamento
extremamente toxico, de custo elevado e € indicado
para o tratamento da pneumonia nosocomial por
MRSA?2, A eficacia desse antibiético € semelhante
avancomicina e a resisténcia € rara?. Neste trabalho

R bras ci Saude 21(3):245-254, 2017
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0 numero de cepas resistentes também foi
relativamente alto, cerca de 59,3%.

A producao de enzimas a-lactamases tem
sido relatada como um importante mecanismo de
resisténcia a antibidticos a-lactamicos, hidrolisando
0 anel beta-lactamico pela quebra da ligacado amida,
perdendo assim, a capacidade de inibir a sintese
da parede celular bacteriana?.

A producgao de a-lactamase foi detectada a
partir da borda do halo de inibicdo do disco de
antibidtico da penicilina. As bordas dos halos de
inibicdo que ficaram bem definidas foram
consideradas a-lactamase negativa e as bordas
difusas como a-lactamse positiva. Das cepas que
ja foram resistentes a penicilina, as que nao foram
resistentes 18 de 28 foram consideradas a-
lactamase positiva.

O fendtipo MLS, € um mecanismo de
resisténcia bacteriana. Para a detecgéo do fenétipo
MLS; os isolados foram submetidos ao teste de
duplo disco (eritromicina e clindamicina) para
caracterizagcao dos fenodtipos de resisténcia a
macrolideos. A clindamicina € usada no tratamento
de infecgdes de pele e tecidos moles, causadas
por espécies de estafilococos, além de ser uma
alternativa para pacientes alérgicos a penicilina®*.

A eritromicina presente no disco difunde-se
pelo meio de cultura e induz a resisténcia a
clindamicina, resultando em um achatamento do
halo de inibi¢cdo, adjacente ao disco de eritromicina,
com a forma da letra D (efeito D). Quando ocorre
esse achatamento, pode haver falha terapéutica
caso esse medicamento seja utilizado.

O total de 76,3% dos isolados foram positivos
para producao de “slime”, e o principal produtor
isolado foi de S. epidermidis. Alguns autores
consideram que até 60% das infecgbes hospitalares
estao associadas a formacgao de biofilme por micro-

252

organismos oportunistas e pela utilizagao de
dispositivos médicos ou implantes cirurgicos, e o
S. epidermidis é o agente infeccioso mais encon-
trado, frequentemente, nesses dispositivos?>2°,

Na literatura, dados envolvendo a produgao
de hemolisina e/ou sinergismo hemolitico por
Staphylococcus spp. com amostras humanas ainda
sdo muito escassos.

O presente estudo detectou 21 isolados
formadores de hemolisina total, representada pela
a-hemolisina, uma enzima que apresenta atividade
de esfingomielinase, sendo téxica para varias
células, como hemacias, macréfagos e leucécitos.
Sua acgédo consiste catalisar a hidrélise dos fosfo-
lipidios da membrana celular com lise proporcional
a concentragdo de esfingomielina exposta na
superficie celular das células suscetiveis?.

A literatura relata que isolados néao
hemoliticos com producao de sinergismo podem ser
portadores da a-hemolisina, a qual é expressa
somente na presenca da &-hemolisina. Além disso,
acredita-se que o fendmeno de sinergismo
hemolitico seja independente da produgédo de
hemolisinas, porém sua agado €& considerada
potencia-lizadora para isolados que séo
hemoliticos?.

CONCLUSAO

A presenca de Staphylococcus foi frequente
em fémites hospitalares. Desta forma, a disse-
minagao deste agente como patdgeno hospitalar &
preocupante, uma vez que pode aumentar o tempo
de internacédo e tratamento dos pacientes.
Associado aisso, a utilizagcao de estetoscopios sem
as devidas formas de prevengao de contaminagéo
pode disseminar as infecgdes bacterianas.
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