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RESUMO

Os jalecos sao um dos primeiros sitios de contaminacdo em termos de indumentaria na
area da saude que entram em contato com a pele, liquidos e secre¢des dos pacientes. Desta
maneira carreiam, de um lugar para outro, microrganismos patogénicos com facilidade.
Este estudo teve como objetivo avaliar a contaminacao de Staphylococcus aureus em
jalecos de profissionais e estudantes de graduagdo da area da satde avaliando a resisténcia
das cepas recuperadas. Foram coletadas amostras de 175 jalecos, as quais foram
cultivadas em meio especifico e passaram por testes de identificacdo para o
microrganismo alvo. Além de testes de sensibilidade aos antimicrobianos e PCR (reagao
em cadeia da polimerase) para o gene mecA. Aproximadamente 25% dos jalecos de
estudantes estavam contaminados por S. aureus e 19% dos profissionais. Foram
identificados trés fenotipos de resisténcia relevantes, sendo elas MSRA, BORSA e
MLSB, no qual algumas cepas apresentaram até dois fendtipos simultaneamente,
ilustrando suas caracteristicas multirresistentes. Assim, concluimos que os jalecos tanto
de profissionais quanto de graduandos sd3o uma importante fonte de transmissdo de

patdgenos e seu uso deve ser restrito as areas de atendimento e ambientes laboratoriais.

Palavras-chave:: Jaleco. MRSA. BORSA. MLSB. Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Lab coats are one of the first sites of contamination in terms of health clothing that come
into contact with patients' skin, fluids and secretions. In this way they carry from one
place to another easily pathogenic microorganisms. This study aimed to evaluate the
contamination of Staphylococcus aureus in coats of health professionals and
undergraduate students evaluating the resistance of recovered strains. Samples of 175
coats were collected, which were cultivated in specific medium and passed identification
tests for the target microorganism. In addition to antimicrobial susceptibility testing and
PCR (polymerase chain reaction) for the mecA gene. Approximately 25% of student coats
were contaminated with S. aureus and 19% of professionals. Three relevant resistance
phenotypes were identified, namely MSRA, BORSA and MLSB, in which some strains
presented up to two phenotypes simultaneously, illustrating their multiresistant
characteristics. Thus, we conclude that both professional and undergraduate lab coats are
an important source of pathogen transmission and their use should be restricted to care

areas and laboratory environments.

Keywords: Lab coats. MRSA. BORSA. MLSB. Bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

Na preven¢ao da contaminagdo e na tentativa de diminuir o risco da transmissao
de agentes infecciosos, 0 CDC (Center for Disease Control and Prevention) publicou as
chamadas Precaugdes Universais, que sao medidas de preven¢do que indicam o uso de
barreiras para a protecao do profissional da saude (SOUZA et al., 2008), uma delas ¢ a

utilizag¢ao do jaleco (CARVALHO et al., 2009).

A contaminacdo da pele e vestimentas por respingos € por toque ¢ praticamente
inevitavel em hospitais e ambulatorios. As areas de maior contaminacao dos jalecos
relatadas em diversos estudos tém sido os bolsos, regido da cintura ou abdominal e para
os modelos de manga longa inclui-se também os punhos (SNYDER et al., 2008;

GASPARD et al., 2009).

O uso restrito do jaleco, somente em areas de assisténcia ao paciente, contribui
para uma menor contaminacdo destes, conforme foi observado em um estudo na Nigéria
sobre contaminagdo de jalecos de médicos. Estes quando utilizados em locais extra
hospitalares como livrarias e lanchonetes apresentaram maior nivel de contaminagao em
relacdo aos médicos que disseram utilizd-lo somente em locais de atendimento (UNEKE

& IJEOMA, 2010).

A presenga de microrganismos, como os Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA), Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE), Acinetobacter
baumannii, Klebsiella pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia e Serratia rubidaea
em jalecos ja foi relatada e sugere risco de disseminag¢do nos ambientes hospitalares e

extra-hospitalares (SNYDER et. al, 2008; UNEKE & [JEOMA, 2010).

Desta forma, bactérias multirresistentes, que podem provocar diversas doencas
sdo carreadas para lugares publicos e retornam das ruas para o ambiente hospitalar nos
jalecos dos profissionais de saude (LOVEDAY et al., 2007). Assim, esta claro que o
jaleco deve ser utilizado somente no local de trabalho (BALANINI & MARCUZ, 2014).

O Staphylococcus aureus € considerado um dos principais patogenos do género
Staphylococcus e frequentemente esta associado a infecgdes adquiridas na comunidade e
no ambiente hospitalar (ENGELKIRK & DUBEN-ENGELKIRK, 2015). A meticilina ou

oxacilina ¢ um antibidtico semi sintético derivado da penicilina. Ela foi introduzida na



Europa em 1959 e um ano depois detectou-se a primeira cepa de S. aureus resistente a

meticilina (VELAZQUEZ-MEZA, 2015).

As cepas de MRSA comumente possuem um mecanismo de resisténcia
relacionado a proteina 2a de ligagdo a penicilina (PBP2a) presentes na membrana
bacteriana, esta provoca uma baixa afinidade da meticilina e dos compostos penicilinase-
resistentes, a parede celular, e por conseqiiéncia deixam de ser efetivos (CHAMBERS,
1997; ANVISA, 2007). Este mecanismo esta diretamente ligado, principalmente, a
presenca do gene mecA, um gene adquirido, que vem acompanhado de dois genes que
controlam a sua expressao, sendo eles o mecR1 (codificando a proteina transdutora de

sinal MecR1) e mecl (codificando a proteina repressora Mecl) IWG-SCC, 2012).

Nas tltimas décadas o MRSA tem representado um grave problema de satde
publica global, devido a multirresisténcia aos antimicrobianos e, inclusive, a resisténcia
aos antissépticos e desinfetantes (TONG et al., 2015; NASCIMENTO, 2019). A expansao
de MRSA adquiridos na comunidade (CA-MRSA) ¢ favorecido pela contaminagdo por
contato interpessoal e por objetos contaminados em universidades, hospitais e demais

lugares publicos (MORAES et al., 2018).

Devido a resisténcia crescente aos P-lactamicos outros antibidticos passaram a
serem atribuidos no tratamento de S. aureus. Tais como a cefalotina, cefalosporina de
primeira geracdo, esta atua inibindo a sintese da parede celular da bactéria, mecanismo
de acdo semelhante a amoxicilina e ampicilina (LEMIRE et al., 2013). A Clindamicina
(grupo das lincosamidas) e Eritromicina (grupo dos macrolideos) que agem inibindo a
sintese de proteina nos ribossomos, promovendo modificacdes na superficie da bactéria,

o que facilita a fagocitose e destruicao dos microrganismos (VERMELHO et al., 2008).

A resisténcia do S. aureus aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B
(grupo MLSB) ¢ conhecida desde 1956 (ROSSI & ANDREAZZI, 2005). Ela pode ser
constitutiva (MLSBc) ou induzivel (MLSBi). O fendtipo MLSBc apresenta resisténcia
tanto a eritromicina quanto a clindamicina (SHETTY & AFROZ, 2017). O fendtipo
MLSBI ¢ detectado pelo método de disco aproximacdo, teste D (PRASANTH et al.,
2018). Este fendtipo mostra resisténcia a eritromicina e uma falsa sensibilidade a

clindamicina (SHETTY & AFROZ, 2017).



O surgimento destes fenotipos ocorre devido a trés mecanismos: modificagdes no
alvo de ligagdo no ribossomo (codificado pelo gene ermA ou ermC) conferindo
resisténcia cruzada aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B; efluxo ativo
(codificado pelo gene mrsA) que confere resisténcia aos macrolideos e estreptogramina

B; ou inativag¢ao enzimatica da droga (ANVISA, 2007; AMORIM et al.,2009).

Outros dois antibidticos utilizados sdo a tetraciclina e gentamicina. A tetraciclina
¢ um bacteriostatico, age por inibi¢do da sintese de proteinas dos microrganismos
sensiveis, ligando-se aos ribossomos. A Gentamicina faz parte do grupo dos
aminoglicosideos, ela apresenta a mesma agdo que a tetraciclina, € também possui muito
eficacia para tratar infecgdes provocadas por bactérias Gram negativas (LEMIRE et al.,

2013).

Muitos profissionais da saude alegam nao haver estudos cientificos conclusivos
que avaliem o impacto dos jalecos nas taxas de infec¢do hospitalar e por isso passam a
frequentar os mais diversos ambientes usando seus uniformes. Frequentemente, a
seriedade da questdo ¢ negligenciada, muitas vezes pelo desconhecimento de alguns

conceitos basicos de microbiologia (CARVALHO et al., 2009).

Diante disto, ¢ necessario relatar a importancia da nao utilizagao do jaleco fora do
ambiente de trabalho. Este projeto expde de forma clara a presenga de microrganismos
patogénicos presentes nos jalecos fundamentando assim, por meio de um estudo
cientifico, o potencial contaminante desta pe¢a de vestuario. Buscando, desta forma,
promover uma conscientizacdo no sentido de orientar os profissionais de satide sobre o

uso adequado do jaleco.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Analisar a contaminacao dos jalecos de profissionais e estudantes universitarios
da area de satude e bioldgicas, por bactérias Gram positivas, da Universidade Federal de

Uberlandia.
2.2 ESPECIFICOS

a- Avaliar as taxas de contaminacao de jalecos de profissionais e estudantes de

graduacgdo da area da saude e biologicas, por Staphylococcus aureus;

b- Verificar taxas de prevaléncia de contaminagao por Staphylococcus aureus resistente

a meticilina (MRSA) e outros perfis de multirresisténcia;

c- Detectar a presenca do gene mecA através da técnica de PCR em amostras de S.

aureus resistente a oxacilina isolados de estudantes e profissionais.
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho consistiu em uma busca ativa de casos de contaminagdo por
Staphylococcus aureus em jalecos utilizados durante a rotina de profissionais da area da
saude e estudantes da graduag¢do. Foram coletadas 175 amostras, sendo 62 de
profissionais de 15 setores diferentes e 113 de graduandos compostos por 4 diferentes

Cursos.
3.1 TECNICAS MICROBIOLOGICAS
3.1.1 Coleta das amostras e espécimes clinicos

As amostras foram coletadas de alunos e dos profissionais no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) e no Campus Umuarama de margo a
julho de 2019. As areas determinadas para coleta foram regides proximas aos pulsos nos
jalecos com mangas e na area dos bolsos dos jalecos sem manga. No momento da coleta
realizamos um questionario com informagdes basicas dos voluntarios (Apéndice A). Os
espécimes clinicos foram coletados com auxilio de swab estéril pré umedecidos em salina
e transportados ao Laboratorio de Bacteriologia Clinica ( LABAC), do Departamento de
Microbiologia da UFU, em tubos contendo 2 mL de caldo TSB (Soja Tripticaseina). As
amostras ficaram em overnight a 37°C e posteriormente foram cultivadas em placas com

agar Manitol Salgado, sendo novamente incubadas a 37°C por 24 a 48 horas.
3.1.2 Identificacdo dos microrganismos

A identifica¢do dos microrganismos foi feita pelas caracteristicas morfo-tintoriais
(coloragao de gram) e por técnicas microbioldgicas classicas. Os cocos gram positivos
passaram pelo teste de fermenta¢ao do manitol, catalase e coagulase. Os microrganismos
identificados foram estocadas em BHI (Brain Heart Infusion) com 10% de glicerol e
armazenadas em congelador comum a - 20°C, para posteriormente serem submetidos aos

testes de sensibilidade aos antimicrobianos.
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3.1.3 Reativacao dos microrganismos

As amostras foram descongeladas e retiradas diretamente do estoque.
Posteriormente foram cultivadas em placas contendo TSA (Trypticase Soy Agar), por
esgotamento em estrias e incubadas a 37°C por 24 horas, para obten¢do de coldnias

isoladas.
3.1.4 Pertfil de resisténcia

Os testes de resisténcia foram realizados utilizando as recomendag¢des do CLSI
(2018). Tanto para a triagem com oxacilina quanto para os testes de disco difusao foi
preparado um in6culo bacteriano em salina estéril, de cada amostra, para obtencao da

turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland.
3.1.4.1 Agar triagem com oxacilina

Para a triagem foi utilizado o agar Mueller Hinton suplementado com 6ug de
oxacilina e 4% de NaCl para deteccdo de amostras de S. aureus resistentes a meticilina

(MRSA), posteriormente foram incubadas a 35°C por 24h.
3.1.4.2 Método de disco difusdo

As amostras resistentes a oxacilina foram semeadas em placa de Agar Miieller-
Hinton e em seguida, foi adicionado o multidisco (estrela), contendo 14 antimicrobianos:
Rifampicina (5 pg), cefoxitina (30 pg), clindamicina (2 pg), cefalotina (30 pg),
tetraciclina (30 pg), sulfazotrim/sulfametoxazol-trimetoprim (25 pg), ampicilina (10 pg),
ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg),
amoxicilina/acido clavulanico (30 pg), penicilina G (10 pg), oxacilina (1 pg) e
vancomicina (30 pg). As leituras foram realizadas apds a incubagdo a 37°C por 18/ 24

horas.

Observamos a resisténcia a cefoxitina em comparagao a oxacilina para detectar o
perfil MRSA e susceptibilidade de cefoxitina em comparacdo com a resisténcia a

amoxicilina com 4cido clavulanico para detectar o perfil BORSA.
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3.1.4.3 Teste D

A clindamicina e eritromicina estavam préoximas no multidisco
(aproximadamente 20mm de centro a centro), proporcionando a avaliagao de resisténcia

induzivel e constitutiva ao grupo MLSB.

Como critério de separacao de fendtipos consideramos as seguintes caracteristicas
descritas no trabalho de SHETTY & AFROZ (2017): MLSBc apresenta resisténcia tanto
a eritromicina quanto a clindamicina, havendo um halo de inibi¢ao (tamanho da zona <
21 mm) circular ou ausente em torno da clindamicina. O fendtipo MLSBi mostra
resisténcia a eritromicina e uma falsa sensibilidade a clindamicina, a zona de inibi¢do em
torno da clindamicina adquire a forma de um D. E o feno6tipo moderado sensivel (MS) é

caracterizado pela resisténcia apenas a eritromicina.
3.1.5 Técnica molecular para deteccio do gene mecA

A detecgdo do gene mecA foi realizado em parceria com o Laboratdrio de microbiologia

molecular da Universidade Federal de Uberlandia.
3.1.5.1 Extragao do DNA bacteriano por lise térmica

A extragdo do DNA bacteriano foi realizado de acordo com Nunes e
colaboradores (1999) com modificagcdes. As amostras de S. aureus foram cultivadas em
agar TSA (35°C por 24h) e posteriormente 5 colonias foram transferidas para 150 pl de
tampao TE (Tris 10mM, Edta 1mM, pH 8,0). Esta suspensdo foi mantida a temperatura
de ebuli¢do, em torno de 100°C , por 10 min, em seguida, submetida a um banho de gelo
por 10 min e centrifugada por 1 min (20.000g a 4°C). O sobrenadante foi coletado e
armazenado em um freezer comum a -20°C, para posteriormente ser utilizado na reagdo

em cadeia de polimerase (PCR).
3.1.5.2 Deteccao do gene mecA por PCR

Para avaliar a presenga do gene mecA foi realizada a técnica de PCR convencional
com primers para o gene alvo (Tabela 1). A amplificacdo foi realizada em um
termociclador Eppendorf mastercycler® utilizando-se um volume total de 25 pl, composta
por: 10 pl de agua ultrapura autoclavada, 0,75 pl de cada oligonucleotideo, 12,5 pl de
GOTAq GREEN master mix 2X (Promega, Madison, EUA) e 1 ul de DNA obtido através

da lise térmica.
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Tabela 1: Primers especificos para deteccao do gene mecA nas amostras resistentes a
oxacilina.

Gene Sequéncia (5' - 3") Produto Referéncia
amplificado (pb)
F:TCCAGATTACAACTTCACCAGG OLIVEIRA &
mecA 162 LENCASTRE,
2002

R: CCACTTCATATCTTGTAACG

As condi¢des da reacdo de amplificagdo foram: 2 minutos em 95°C para
desnaturac¢ao inicial, seguidos de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C para a desnaturagdo, 1
minuto a 53°C para o anelamento, 2 minutos a 72°C para a extensao e 5 minutos a 72°C

para a extensao final.

Os fragmentos amplificados foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em TBE (Tris, 4cido borico e EDTA; concentracdo 0,5) a 90V por 40
min. O gel foi corado com 2 pl de SYBR™ Safe (Applied BioSystems® ) para cada 100
mL de tampdo. Foi utilizado uma cepa S. aureus SCCmec IV como controle secundario

para a reagdo de PCR.
3.2. ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica dos dados foram realizados utilizando o programa estatistico
BioEstat 5.0, onde realizou o teste de qui-quadrado para comparacdo entre as variaveis
qualitativas, o teste exato de Fisher para analisar as variaveis qualitativas com o n menor
ou igual a 5, foi considerado o valor de p maior ou igual a 0,05 com o intervalo de

confianca de 95% (AYRES et al., 2007).
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4. RESULTADOS

A analise do perfil dos usuarios dos jalecos estudados mostrou que na graduacao
a maioria dos voluntarios, 62 (54.9%), tinha idade entre 19 e 21 anos (Grafico 1).
Enquanto nos profissionais da saude a maioria dos participantes se concentram na faixa
etaria de 41 anos ou mais, 25 (40,3%) (Gréfico 2). Em ambos os grupos, o sexo feminino
foi o predominante entre os voluntarios, sendo 65 (57,5%) dos graduandos e 42 (67,7%)

dos profissionais (Grafico 3).
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Grafico 1: Distribuigdo etaria dos voluntarios graduandos que participaram da pesquisa.
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Grafico 2: Distribuigdo etaria dos voluntarios profissionais que participaram da pesquisa.
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Grafico 3: Distribuicdo das amostras obtidas de graduandos e profissionais de acordo
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Dos 175 jalecos avaliados, apenas 18% (31/175) das amostras ndo apresentaram
crescimento de bactérias gram positivas e cerca de 51% (89/175) das amostras estavam
contaminadas por bactérias do género Staphylococcus (Tabela 2). Os percentuais de
contaminagdo entre os dois grupos estudados foram semelhantes, desta forma ndo

observou diferencas estatisticas.

Tabela 2: Distribuicao das amostras obtidas de jalecos de graduandos e profissionais da
area da saude, em um campus da Universidade Federal de Uberlandia e Hospital de

Clinicas da UFU, contaminados por Staphylococcus spp.

. Com contaminacio de Com contaminacio de
Grupo Pesquisados

Gram positivos Staphylococcus spp
N % N % N %
Graduagao 113 65 93 82 58 51
Profissionais 62 35 51 82 31 50
Total 175 100 144 82 89 51

Em relacdo a contaminag¢do dos jalecos de estudantes da graduacgdo por S. aureus
cercade 25,6% (29/113) das amostras apresentava contaminacao por este microrganismo,
sendo a medicina o curso com a maior taxa, 33,3% (10/30). Ja nas amostras pertencentes

aos profissionais 19,3% (12/62) estavam contaminados, utilizando como base a
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porcentagem presente em cada setor os fisioterapeutas, 50% (2/4), apresentaram a maior

taxa de contaminagdo pelo microrganismo esperado (Tabela 3).

Tabela 3: Distribui¢do das amostras obtidas de jalecos de graduandos e profissionais da
area da saude, em um campus da Universidade Federal de Uberlandia e Hospital de

Clinicas da UFU, contaminados por S. aureus, separadas por cursos e setores.

Com contaminac¢io de Com contaminagiio

Grupos Pesquisados Staphylococcus spp de S. aureus
Graduaciao N % N % N %
Biologia 30 26,6 12 40,0 5 16,6
Enfermagem 26 23,0 15 57,8 6 23,1
Fisioterapia 27 23,8 15 55,5 8 29,6
Medicina 30 26,6 16 53,3 10 33,3
Total 113 100,0 58 51,3 29 25,6
Profissionais
Médicos 30 48,4 15 50,0 6 20,0
Enfermeiros 10 16,1 2 20,0 1 10,0
Técnicos em 6 9,7 4 66,6 0 0
laboratorio
Fisioterapeutas 4 6,5 3 75,0 2 50,0
Outros* 12 19,3 7 58,3 3 25,0
Total 62 100,0 31 50,0 12 19,3

*Qutros: Assistente social, farmacia, nutricionista, professor e psicologo.

Dentre as 41 amostras isoladas de S. aureus 8 (19%) amostras apresentaram
resultado positivo no teste de triagem de oxacilina, sendo 4 (50%) pertencentes a

graduandos e 4 (50%) de profissionais da area da saude.

Destas 8 amostras todas confirmaram a resisténcia a oxacilina pelo método de
disco difusdo, mas apenas 5 mostraram resisténcia a cefoxitina. Em relagdo ao perfil de
resisténcia dos demais antibioticos testados obtivemos os seguintes resultados:
amoxicilina/acido clavulanico 5 (62,5), eritromicina 6 (75%), ampicilina e penicilina G 7
(87,5%), cefalotina, cloranfenicol e rifampicina 1 (12,5%), ciprofloxacina 2 (25%),
clindamicina 4 (50%), gentamicina 2 (25%), 7 (87,5%). Nenhuma amostra apresentou

resisténcia a sulfazotrim e tetraciclina (Tabela 4).
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Tabela 4: Perfil de resisténcia das cepas positivas no agar triagem de oxacilina, obtidas
de jalecos de graduandos e profissionais a saide de um campus da Universidade Federal

de Uberlandia e Hospital de clinicas.

Resisténcia aos antibidticos

Total de amostras

Antibioticos Graduacio Profissionais resistentes

N=4 % N=4 % N=8 %
Amoxicilina (30 ug) 2 50,0 3 75,0 5 62,5
Ampicilina (10 pg) 4 100,0 3 75,0 7 87,5
Cefalotina (30 ug) 1 25,0 0 0 1 12,5
Cefoxitina (30 pg) 2 50,0 3 75,0 5 62,5
Ciprofloxacina (5 ug) 1 25,0 1 25,0 2 25,0
Clindamicina (2 pg) 3 75,0 1 25,0 4 50,0
Cloranfenicol (30 pg) 0 0 1 25,0 1 12,5
Eritromicina (15 pg) 3 75,0 3 75,0 6 75,0
Gentamicina (10 pg) 0 0 2 50,0 2 25,0
Oxacilina (1 pg) 4 100,0 4 100,0 8 100,0
Penicilina G (10 pg) 4 100,0 3 75,0 7 87,5
Rifampicina (5 pg) 0 0 1 0 1 12,5

Sulfazotrim (25 ng) 0 0 0 0 0 0

Tetraciclina (30 pg) 0 0 0 0 0 0

Foram detectados 5 amostras com fendtipo MRSA sendo duas de graduandos
(ambas no curso de enfermagem) e 3 de profissionais (1 fisioterapeuta, 1 enfermeira e 1
médico). Também identificamos 3 amostras com fendtipo BORSA, 2 na graduagao (1

fisioterapia e 1 biologia) e 1 nos profissionais (setor de geréncia de risco).

Referente a resisténcia a eritromicina e a clindamicina das amostras resistentes a
oxacilina quatro tipos de fenotipos foram observados. Fenotipo induzivel de MLSB com
3 amostras (detectada pelo teste D). Fenotipo constitutivo de MLSB com 1 amostras.

Fend6tipo moderado sensivel (MS) 2 amostras e fenotipo sensivel com 2 amostras (Quadro

1.

Quadro 1: Descrigdo dos resultados para o teste D das amostras obtidas de jalecos de
estudantes de graduacao e profissionais da saide de um campus da Universidade Federal

de Uberlandia e Hospital de Clinicas.
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MLSB induzivel

MLSB constitutivo

MS

Sensivel

Total

%

37,5
12,5
25,0
25,0

100,0

Das cepas isoladas 6 mostraram um perfil de multirresisténcia apresentando até

dois fendtipos simultaneamente (2 MRSA ¢ MLSB, 1 MRSA ¢ MS, 2 BORSA ¢ MLSB,

1 BORSA e MS). As 8 amostras resistentes a oxacilina foram submetidas ao método de

PCR para a detec¢do do gene mecA e em apenas 12,5% (1/8) foi identificada a presenca

deste gene alvo.

gl B B S o e g 1

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose para determinagdo do gene mecA (162 bp) em

amostras de S. aureus pela técnica de PCR. 1: marcador de peso molecular; 2: S. aureus

SCCmec tipo IV (controle secundério positivo); 4: Amostra positiva; 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10:

Amostras negativas.
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5. DISCUSSAO

Estudos mostraram que os principais microrganismos responsaveis por
contaminar jalecos, tanto de profissionais da saide quando estudantes, sdo os cocos Gram
positivos, em especial do género Staphylococcus (KAISER et al., 2016). Sendo o
Staphylococcus aureus o principal microrganismo identificado (COUTO & MOREIRA,
2016). Os resultados encontrados neste trabalho confirmam estudos anteriores com mais
da metade dos jalecos avaliados (51%) apresentando crescimento de bactérias do género

Staphylococcus e 46% destes foram classificados como S. aureus.

O S.aureus ¢ um microrganismo com alto potencial patogénico, possui uma
grande variedade de fatores de viruléncia que possibilitam tanto a contaminag¢do quanto
o estabelecimento da infec¢do em um hospedeiro suscetivel (POLISENA et al., 2011;
FRACAROLLI et al., 2017). Esta bactéria também apresenta uma alta capacidade de
adaptacao e resisténcia aos antibiodticos, o que dificulta a escolha de farmacos adequados

para o tratamento das infec¢des (POLISENA et al., 2011).

A presenca de duas amostras de MRSA nos jalecos pesquisados de graduandos
sugere que as cepas sdo de origem comunitiria (CA-MRSA), visto que ainda ndo
frequentavam ambientes hospitalares, como observado também no estudo de MORAES
e colaboradores (2018). As cepas isoladas mostraram um perfil de multirresisténcia aos
antibioticos utilizados e ndo mostraram a presenca do gene mecA. A crescente resisténcia
antimicrobiana destes CA-MRSA e a entrada nos ambientes de saude acabam
substituindo as cepas tradicionais de MRSA associados a hospitais (HA-MRSA) (COSTA
et al., 2013). Na ultima década alguns estudos ja mostraram o aumento na incidéncia de
infec¢des causadas por CA-MRSA em locais como escolas, centros de saude e casas de

repouso (OTTER & FRENCH, 2010).

Nos jalecos dos profissionais da saude foram isoladas 3 cepas de MRSA e em
apenas uma foi verificada a presenga do gene mecA. A resisténcia a meticilina codificada
pelo gene mecA ndo possui relagdo com a producdo de beta- lactamases (CHAMBERS,
1997, ANVISA, 2007). Este gene ¢ carreado por um elemento genético moével
denominado cassete cromossdmico estafilococico, SCCmec (CHAMBERS, 1997;

ANVISA, 2007).
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Até o momento cerca de 13 tipos de SCCmec foram identificados (PRIYA et al.,
2017; URUSHIBARA et al., 2019). A classificacao destes ¢ realizada a partir das
sequéncias de regides internas do cassete. Os diferentes tipos de SCCmec dificultam as
distingdes entre MRSA associado ao hospital e a comunidade, mesmo utilizando
ferramentas moleculares, como PCR e métodos de sequenciamento (MORAES et al.,
2018). O surgimento de novas variantes mec significa que os alvos para a deteccao de
meticilina resistentes precisam de reavaliacao continua (BAKTHAVATCHALAM et al.,
2017).

A auséncia do gene mecA nas cepas de S. aureus resistentes a meticilina sugere
que alguns desses isolados carregam o gene mecC. Este gene ¢ um homologo do mecA
identificado no elemento genético mével do SCCmec XI (BALLHAUSEN et al.,
2014). Ele nao ¢ detectavel em diagndsticos de rotina, como o teste de aglutinagdo do
latex para PBP2a e PCR especifico para mecA devido a variagdo na estrutura da proteina
PBP2a e variacdo nucleotidica na regido do primer (PETERSEN et al., 2013). Assim
como para as amostras de MRSA , mecA positivas, a cefoxitina também ¢ mais confidvel

que a oxacilina para a deteccao fenotipica de isolados mecC (SKOV et al., 2014).

Esta variagdo de MRSA apresenta um potencial patogénico para a humanidade
sendo capaz de gerar infec¢des piogénicas da pele, dos tecidos moles e articulares, como
descrito no trabalho de GARCIA-GARROTE e colaboradores (2014). Quatro amostras
de MRSA, sendo duas de graduandos e duas de profissionais, devido a auséncia do gene
mecA no PCR sugere a presenga deste homologo. Contudo, para melhor confirmagao ¢
necessario realizar um PCR com primer especifico para identificagdo da sequéncia

nucleotidica do SCCmec tipo XI.

Das 8 amostras resistentes a oxacilina 3 ndo mostraram resisténcia a cefoxitina,
desta forma ndo apresentam o fenotipo MRSA, segundo o CLSI (2018). Algumas cepas
de S.aureus apresentam resisténcia a oxacilina nao relacionada a presenca de genes mec.
O estudo de ARGUDIN e colaboradores (2018) também relataram cepas com estas
caracteristicas. O mecanismo de resisténcia nesses isolados pode ser devido a
hiperproducdo de B-lactamase, que sdo enzimas que quebram os anéis B-lactamicos
(COLLI et al., 2009). Sao conhecidas como BORSA (borderline oxacillin-resistant S.
aureus), resisténcia borderline, em que as MICs (concentragdo inibitéria minima) de

oxacilina estao proximos aos pontos de corte ( HRYNIEWICZ & GARBACZ, 2017).
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Devido a falta de aplicacao de métodos de deteccao para cepas BORSA, alguns
isolados podem ser diagnosticados erroneamente como MRSA ou S. aureus sensivel a
meticilina (MSSA) (HRYNIEWICZ & GARBACZ, 2017). Cepas com fendtipo BORSA
em sua maioria apresentam resisténcia a oxacilina e suscetibilidade a cefoxitina
(MAALEJ et al.,, 2012). A determinagdo deste fenotipo de S. aureus € essencial
clinicamente, pois as infec¢des podem ser controladas com inibidores de beta-lactamase,
como acido clavulanico ou sulbactam. Assim as cepas BORSA passam a ser suscetiveis
a oxacilina e demais p-lactamicos (MCDOUGAL & THORNSBERRY, 1986;
ARGUDIN et al., 2018).

Conforme estudo de MORAES e colaboradores (2018) a frequéncia de isolados
resistentes a eritromicina e clindamicina encontrada foi maior em MRSA do que em
MSSA. Desta forma, o presente estudo além de verificar a resisténcia a meticilina também
avaliou a resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina do grupo B
(resisténcia MLSB), visto que também sdo fortemente empregados no tratamento de

infecgdes por S. aureus. Cerca de 50% das cepas resistente a oxacilina apresentaram

fen6tipo MLSB.

Neste trabalho o fendtipo que apresentou maior ocorréncia foi o MLSB induzivel,
cerca de 37,5% das amostras resistentes a oxacilina e apenas 25% destas eram sensiveis
aos dois antimicrobianos utilizados no teste D. O fendtipo induzivel compromete a
efic4cia da clindamicina, desta forma ¢ indispensavel a realizacdo do teste de indugdo e o
monitoramento constante da susceptibilidade a droga dos isolados de S. aureus. Visto que
a clindamicina ¢ muito utilizada no tratamento de infec¢des causadas por este

microrganismo, especialmente como um tratamento alternativo para pacientes alérgicos

a penicilina (AMORIM et al., 2009).

Segundo OLIVEIRA & SILVA (2013) com o aumento da resisténcia bacteriana
em hospitais e na comunidade ¢ relevante investigar o papel dos fatores ambientais,
incluindo os jalecos dos profissionais de satide e universitarios, pois se contaminados
tornam-se veiculos de dissemina¢do de uma diversidade de microrganismos com
diferentes perfis de resisténcia aos firmacos comumente empregados no tratamento das

infecgoes.
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6. CONCLUSAO

Concluimos com o presente trabalho que ndo somente os jalecos de profissionais
da satde sdo passiveis de carrear microrganismos patogénicos e com alto perfil de
resisténcia. Jalecos de graduandos também mostraram-se altamente contaminados por S.
aureus ¢ a propor¢ao dos patégenos multirresistentes foram semelhantes quando

comparados com os encontrados nos profissionais.

A presenca do gene mecA em apenas uma cepa MRSA demonstra a necessidade
de mais testes para a deteccdo de novas variante mec responsaveis pela resisténcia a
meticilina. Contudo a deteccdo de uma cepa ja retrata o cenario comum que estamos
visualizando rotineiramente, com cepas altamente resistentes em vestimentas e objetos

do dia a dia.

Além do fenotipo MRSA, tanto associado aos hospitais quanto a comunidade,
também foram descritas cepas com fenotipo BORSA e MLSB. A presenca de isolados
com estes aspectos ilustram o risco de contaminagao deste EPI. Desta forma, as infec¢des
causadas por S. aureus multirresistentes deixam de ser problemas associados apenas ao

ambiente hospitalar e se tornam um problema emergente na comunidade.
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