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Resumo

Esta pesquisa objectivou avaliar a prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-
resistentes (MRSA), isolados no Laboratorio de Microbiologia do Hospital Central de
Maputo, no periodo que vai de Fevereiro a Maio, para tal foram analisadas 2888 amostras
biologicas. As amostras foram processadas e identificadas conforme procedimento para
cada espécime clinico (utilizou-se a técnica de coloracdo de Gram, fermentacdo do
manitol, e testes enzimdaticos de catalase e coagulase). O perfil de sensibilidade e
Resisténcia in vitro foi realizado pelo método de Kirby-Bauer, onde avaliou-se o
comportamento das cepas face aos seguintes antibidticos: Canamicina-K (30 pg),
Ticarcilina-TI (75 pg), Amicacina-AK (30 pg), Minociclina-MI (30 pg), Cloranfenicol
(30 pg), Trimetoprima/sulfametoxazol-SXT (25 pg), Piperacilina/tazobactam-TZP (36
ug), Meticilina-M (5 pg), Nitrofurantoina-F (100 pg) e Ticarcilina/clavulanato-TIM
(75/10 ng). Baseando-se na estatistica descritiva e inferencial, com recurso ao software
SPSS-17 e Excel-2007, obteve-se os resultados que destacam uma prevaléncia elevada de
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (76%, n=50) cuja origem ¢ desconhecida.
Da avaliacao do perfil de sensibilidade e resisténcia foi verificada maior sensibilidade de
Staphylococcus aureus face 8 Aminoglicosideos (Amicacina e Canamicina), Tetraciclinas
(Minociclina) e Cloranfenicol e a resisténcia em maior grau foi observada face a
antibioticos B-lactamicos (TI, SXT, TZP e TIM). De entre as 50 cepas isoladas, 74%
foram positivas ao teste de -lactamase e a hemolise foi verificada em 70% das cepas,
com predominancia do tipo delta-hemolise. Do total de cepas resistentes a Meticilina
(76%, n=50) verificou-se que a maioria ¢ produtora da enzima B-lactamase, o que
permitiu concluir com base no valor de qui-quadrado obtido do cruzamento das variaveis
resisténcia a Meticilina e producao de B-lactamase que a resisténcia a Meticilina depende
da producdo da B-lactamase. Os resultados da presente pesquisa sugerem o uso de
Amicacina, Canamicina, Minociclina e Cloranfenicol para o tratamento de infeccdes
estafilocdcicas.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, Prevaléncia, Resisténcia a Meticilina, Teste de
sensibilidade antimicrobiana.



CAPITULO I - INTRODUCAO

O presente trabalho intitulado “Avaliagdo da Prevaléncia de Staphylococcus aureus
meticilino-resistentes em amostras clinicas no Laboratorio de Microbiologia do Hospital
Central de Maputo” enquadra-se em duas linhas de pesquisa, designadamente, Satde
Publica e Microbiologia Médica, desenvolvidas pelo Departamento de Biologia da

Universidade Pedagdgica e pelo Laboratério de Microbiologia do HCM.

O estudo pode ser caracterizado como sendo de natureza exploratéria na medida em que
escasseiam estudos desta natureza em nosso pais, sendo que o Unico de referéncia, nesta
area, que tenho conhecimento, ¢ o de Chuquela (2009), embora existam estudos analogos

desenvolvidos, por exemplo, no Brasil e Estados Unidos da América.

A compreensdo da Biologia do S. aureus no contexto da Microbiologia médica reflecte-
se de grande importincia dada ao facto deste ser o mais importante do género
Staphylococcus, estando envolvido em diversas patologias que vao desde intoxicagdes
alimentares ou infec¢des cutineas, até infeccdes hospitalares graves, principalmente da
corrente sanguinea, além disso, por demonstrar uma resisténcia crescente aos antibioticos
utilizados para o seu controlo (BROOKS et al., 2000 apud LIMA, 2007; NOGUEIRA et
al., 2009).

Os Staphylococcus aureus sdo cocos Gram positivos formadores de agregados que
pertencem a familia Micrococcaceae. Sao anaerdbios facultativos, ndo formadores de
esporos € imodveis, que se distinguem de outras espécies de estafilococos por formar
colonias amarelo-douradas em agar e por produzirem a enzima coagulase (RIBEIRO &

CASTANHEIRA, 2003; DE SOUZA, 2008).

Com o advento dos antibidticos e quimioterapicos tornou-se possivel o controlo e cura de
varias doengas infecciosas, dentre as quais aquelas causadas por S. aureus, mudando a
evolucdo natural dessas doencas de forma marcante. No entanto, dez anos apos a
descoberta da penicilina e antes mesmo dela estar disponivel para uso clinico, descobriu-
se a existéncia de enzimas bacterianas envolvidas na resisténcia aos antibidticos

derivados da penicilina.



10

Essa resisténcia aos antibidticos vem aumentando a escala mundial, configurando-se,
deste modo, um sério problema na vigilancia médico-sanitaria. Tal resisténcia ¢ explicada
por alguns autores como estando relacionada ao uso abusivo e descontrolado de
antibioticos, bem como a falta de defini¢do clara dos critérios na escolha do tratamento

(MELO, 2007; JUNIOR et al., 2009; NETO, 2001)

Usualmente, a Meticilina e a Nafcilina sdo penicilinas semi-sintécticas indicadas para o
tratamento da infeccdo por estafilococos produtores de P-lactamase. Actualmente 30 a
50% das estirpes de S. aureus sdo resistentes a essas penicilinas semi-sintéticas enquanto

a Vancomicina ¢ com frequéncia usada para os estafilococos resistentes a Oxacilina ou

Meticilina (MURRAY et al., 2004; CAVALIERE, 2005).

Em um estudo feito por Junior ef al. (2009), nos Estados Unidos, encontrou-se que mais
de 90% de S. aureus apresentavam resisténcia a penicilina e em amostras analisadas em

unidades de cuidado intensivo mais de 50% eram resistentes a Oxacilina.

Com relagdo a Africa e Mogambique em particular a literatura disponivel correspondente

ao comportamento de S. aureus face a Meticilina € escassa.

Na base de consideracao desses factos e valorizando a necessidade de perceber melhor as
variagdes na prevaléncia e resisténcia de S. aureus, foi que se definiu pela escolha do
tema. Com este estudo pretende-se essencialmente determinar a prevaléncia de
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes em amostras clinicas e conhecer o seu perfil
de sensibilidade face a alguns antibidticos, perspectivando subsidiar uma politica de
antibidticos, a partir do conhecimento do perfil de sensibilidade antibidtica das estirpes

1soladas.
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1.1. Problema

O numero de infec¢des adquiridas na comunidade e nasocomiais por Staphylococcus
aureus aumentou nos ultimos 20 anos. Estudos de Almeida et al. (2007), em hospital
Brasileiro, apontam uma prevaléncia de S. aureus resistente a meticilina na ordem de
16,3%. Em Mocambique um estudo recente, de Chuquela (2009), feito no ber¢ario do
HCM, teve como resultado 48,9% de resisténcia a Oxacilina (antibidtico da mesma classe

que a Meticilina).

Verifica-se que as cepas responsaveis pelas infecgdes tém demonstrado crescente
resisténcia aos antibidticos que até entdo eram confiados para o tratamento das infecgdes,
em particular a Meticilina. Este deliberado estado de resisténcia dificulta o tratamento e
ainda pelo facto da resisténcia a Meticilina estar sob controlo plasmidial, ela ¢

rapidamente disseminada por processos de transducao e conjugacao bacteriana.

1.2. Justificativa
Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria que pode causar uma variedade de infec¢des tanto
em individuos sdos como em imunodeficientes. Também pode colonizar a pele e as

fossas nasais facilitando sua transmissao, particularmente, em ambientes hospitalares.

Comummente a Meticilina assim como a Nafcilina sdo os antibidticos de eleigdo para o
tratamento de infec¢des estafilococicas. A resisténcia de S. aureus a Meticilina (um -
lactamico) confere também resisténcia a todos outros antibidticos da mesma classe,
reduzindo deste modo as alternativas antibidticas para o tratamento de infecgdes por S.

aureus.

Posto isto, ¢ importante avaliar a distribui¢do de S. aureus, conhecer o seu perfil de
sensibilidade e resisténcia antibiotica para propor medidas terapéuticas alternativas.
Tomando ainda em consideracdo que estudos desta natureza sdo escassos na nossa

provincia.

Do ponto de vista de contributo para a Educacao, esta pesquisa ¢ relevante na medida em

que permite ao pesquisador (estudante) entrar em contacto directo com técnicas
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laboratoriais de Microbiologia, aperfeicoando o manuseamento do microscopio, assim
como técnicas de cultura, isolamento e identificagdo de microrganismos, aspectos
bastante relevantes para um estudante superior de Biologia que lhe permitem consolidar a

teoria apreendida ao longo dos anos.

1.3. Objectivos da pesquisa

1.3.1. Objectivo geral
Avaliar a prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina isolados no
Laboratorio de Microbiologia do Hospital Central de Maputo no periodo de Fevereiro a

Maio.

1.3.2. Objectivos especificos

O presente trabalho tem como objectivos especificos os seguintes:

e Determinar a prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes nas
amostras processadas;

e Determinar o perfil de sensibilidade e resisténcia das cepas de Staphylococcus aureus
isoladas;

e Identificar a natureza da amostra com maior ocorréncia de Staphylococcus aureus
meticilino-resistente;

e Estabelecer uma relagdo entre a resisténcia de S. aureus a meticilina com a producao

de B-lactamase.

1.4. Questoes e Hipoteses

1.4.1. Questdes

1. Qual ¢ a prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-resistente nas amostras
processadas no Laboratério de Microbiologia?
2. Em que amostras ocorre com maior frequéncia o Staphylococcus aureus meticilino-

resistente?
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3. Que relagdo se pode estabelecer entre a resisténcia de S. aureus a meticilina com a

produgdo de B-lactamase?

1.4.2. Hipoteses
Para a questdo 1

HO: A prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-resistente nas amostras

processadas no Laboratério de Microbiologia ¢ baixa.

H1: A prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-resistente nas amostras

processadas no Laboratério de Microbiologia ¢ alta.

Para a questdo 2

HO: Staphylococcus aureus meticilino-resistente ¢ mais frequente em liquidos estéreis

(sangue e LCR).

H1: Staphylococcus aureus meticilino-resistente ¢ mais frequente em liquidos ndo

esteréis.

Para a questdo 3
HO: A resisténcia de S. aureus meticilino-resistente depende da producao de -lactamase.

H1: A resisténcia de S. aureus meticilino-resistente ndo depende da producdo de B-

lactamase.
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CAPITULO II - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Caracteristicas dos estafilococos

A maioria dos estafilococos sdo microrganismos imoéveis, aerdobios ou anaerobios
facultativos e catalase-positivos, crescem em meio contendo 10% de cloreto de sddio,
temperatura que varia de 30 a 37 °C e pH de 4,2 a 9,3 (com pH 6ptimo de 7,0 a 7,5).
Essas bactérias estdo presentes na pele e nas membranas mucosas dos seres humanos, em
outros mamiferos e em aves (MURRAY et al., 2004; HOLT et al., 1994 apud LIMA,
2007).

As colodnias de S. aureus sao douradas em consequéncia dos pigmentos carotendides que
os microrganismos formam durante o crescimento, podem ser brancas, amarelas ou
alaranjadas e isso era antigamente base para a classificacdo dos estafilococos (albus,
aureus e citreus), em caldo ndo ha pigmentagio. E também a Ginica espécie encontrada no
ser humano que produz a enzima coagulase. Todas as outras espécies sdo normalmente
referidas como estafilococos coagulase-negativos (MURRAY et al., 2004; MOURA et
al., 2006).

Nas placas de agar-sangue de carneiro, os estafilococos produzem trés hemolisinas (alfa,
beta e delta); se as hemdcias forem de coelho s6 ha producao de hemolises alfa e delta; se
forem humanas, havera produgdo de hemdlise delta evidente e alfa apenas parcial

(MOURA et al., 2006).

2.2. Patogenia e imunidade dos estafilococos

2.2.1.Toxinas estafilococicas

O S. aureus produz muitos factores de viruléncia, incluindo, pelo menos, cinco toxinas
citoliticas ou produtoras de lesdo da membrana (leucocidinas alfa, beta, delta, gama e
Penton-Valentine [P-V]); duas enzimas esfoliativas; oito enterotoxinas (A-E, G-I) e a

toxina I da sindrome do choque toxico (TSST-1).
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As toxinas citoliticas foram erroneamente descritas como lisinas mas a actividade das
primeiras quatro toxinas ndo ¢ exclusivamente aos eritrocitos. As citotoxinas podem lisar
neutréfilos, resultando na liberagdo de enzimas lisossomais que, subsequentemente,

ocasionam danos aos tecidos circundantes (MURRAY et al., 2004).

2.2.2. Enzimas estafilococicas
A Coagulase ¢ uma enzima cujo papel ¢ especulativo na patogenia da doenga mas pode
causar a formag¢ao de uma camada de fibrina ao redor do abcesso estafilococico,

localizando assim a infeccdo e protegendo a bactéria da fagocitose (MURRAY et al.,

2004).

A prova de coagulase classifica os estafilococos em Staphylococcus aureus (coagulase-
positivos) e Staphylococcus epidermidis ou Staphylococcus saprophyticus (coagulase-

negativos).

A enzima catalase catalisa a conversdo do peroxido de hidrogénio tdéxico em agua e
oxigénio. O peroxido de hidrogénio pode se acumular durante o metabolismo bacteriano

ou apos a fagocitose (MURRAY et al., 2004).

A enzima hialuronidase hidrolisa acidos hialurdnicos, os mucopolissacarideos acidos
presentes na matriz acelular do tecido conjuntivo. Essa enzima facilita a disseminagdo de
S. aureus nos tecidos. Mais de 90% das cepas de S. aureus produzem essa enzima
(MURRAY et al.,, 2004). J& a fibrinolisina também designada estafiloquinase, ¢
produzida por, praticamente, todas as cepas de S. aureus e pode dissolver coagulos de
fibrina. A estafiloquinase ¢ diferente das enzimas fibrinoliticas produzidas pelos

estreptococos (MURRAY et al., 2004).

Todas as cepas de S. aureus e mais de 30% das cepas de Staphylococcus coagulase-
negativo produzem enzimas denominadas lipases que hidrolisam lipidos, o que

possibilita a sobrevivéncia dos estafilococos nas areas sebaceas do corpo (MURRAY et

al., 2004).
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As B-lactamases sdo enzimas que hidrolisam os agentes antimicrobianos B-lactdmicos.
Como resultado a célula ¢ resistente a ac¢do dos medicamentos [-lactamicos. Nas
bactérias gram-positivas as [-lactamases sdo secretadas extracelularmente no meio
circundante e destroem as moléculas B-lactamicas antes que estas tenham oportunidade

de entrar na célula.

A maioria de B-lactamases inactivam penicilinas ou cefalosporinas mas algumas sdo
capazes de inactivar ambos tipos de antibioticos (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008;
TRABULSI & ALTERTHUM, 2005; BONOMO & TOLMASKY, 2007).

O gene da B-lactamase que medeia a resisténcia do Staphylococcus aureus a penicilina

esta tipicamente albergado em um plasmideo (CAVALIERE et al., 2005).

2.3. Cultura de estafilococos

As amostras devem ser inoculadas em meio de agar nutricionalmente enriquecido e
suplementado com sangue de carneiro. Se houver mistura de microrganismos na amostra
(amostras de ferimento, por exemplo), o S. aureus pode ser isolado selectivamente no
meio de agar suplementado com 7,5% de cloreto de sddio, o que inibe o crescimento da
maioria dos outros microrganismos, € Manitol, que ¢ fermentado pelo S. aureus, mas nao

pela maioria dos outros estafilococos (MURRAY et al., 2004; KONEMAN, 2001).

2.4. Resisténcia de Staphylococcus aureus aos antibiéticos

O uso de substancias antimicrobianas na pratica médica teve inicio antes mesmo da
descoberta dos microrganismos. Relatos apontam que Hipocrates 460 — 377 a.C.)
realizava a lavagem dos ferimentos com vinho, com a finalidade de evitar infecgdes

(FERREIRA, 1997 apud LIMA, 2007).

Os Antibioticos sdo, por defini¢do, substancias quimicas, produzidas por bactérias ou
fungos filamentosos, que possuem actividade bactericida ou bacteriostatica sobre

microrganismos (PAIVA NETTO, 1989 apud LIMA, 2007).
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A Resisténcia ¢ relativa insusceptibilidade do microrganismo para um tratamento em

condi¢des particulares (GILBERT McBAIN, 2003 apud LIMA, 2007).

A resisténcia pode ser intrinseca ou extrinseca. A resisténcia intrinseca ¢ baseada em
caracteristicas inerentes ao microrganismo, como fisiologia e particularidades estruturais
da estirpe, por exemplo morfologia e composicdo da parede celular, sendo pouco
provavel de ser transmitida para outros microrganismos; assim, nao representando risco

de disseminacao do gene.

A resisténcia adquirida (extrinseca) ocorre devido a mutagdes ou aquisicdo de ADN de
outras bactérias (WRIGHT, 2005 apud LIMA, 2007), por meio de mecanismos de
transferéncia de material genética, como: conjugacdo (transferéncia de genes por meio da
formacdo de pilus apds contacto directo célula-célula, diferindo dos demais),
transformagao (aquisi¢do de ADN livre directamente do meio), transdu¢ao (o ADN ¢
transferido por meio de bacteridfagos) e transposicao (transferéncia de genes de um local

do ADN para outro por meio de transposons) (JAWETZ, 2009).

2.4.1. S. aureus resistente a Penicilina
Em 1944, dois anos depois da introdugdo da penicilina, se reportou o primeiro S. aureus
resistente a penicilina. Se encontrou que este produz uma enzima penicilinase (-

lactamase) que hidrolisa o anel B-lactamico da penicilina.

Como se mencionou antes, na actualidade, em muitas regides geograficas a resisténcia a

penicilina devida a producdo da -lactamase excede a 90% (CAVALIERE et al., 2005).

2.4.2. S. aureus resistente a Oxacilina (ORSA): situacio actual

A Oxacilina e a Meticilina sdo penicilinas semi-sintéticas que sao estaveis a f-lactamase
estafilocdcica gracas a colocagdo estratégica de certas cadeias laterais na molécula. Estes
antibidticos foram desenvolvidos especificamente para o tratamento de infecgdes

causadas por S aureus produtoras de B-lactamase (CAVALIERE et al., 2005).
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A resisténcia a antibioticos do tipo meticilina apareceu pela emergéncia do gene mecA.
Este gene codifica para uma nova proteina PBP2a que se une a penicilina. Esta proteina
participa na sintese da parede celular apesar da presenca de antibidticos tipo meticilina.
Inicialmente, os primeiros isolamentos se denominaram S. aureus resistente a meticilina,
posteriormente estas denominaram-se mais apropriadamente S. aureus resistente a
Oxacilina ou ORSA posto que ¢ a Oxacilina o antibidtico que geralmente se usa nas
provas de laboratorio. Os ORSA se consideram resistentes a todas as penicilinas
penicilinase-estaveis tais como Oxacilina, Meticilina, Nafcilina, Cloxacilina, e
Dicloxacilina. Ainda mais, todos os ORSA sdo resistentes a todos os demais agentes 3-

lactamicos.

Os ORSA usualmente sdao resistentes a multiplas classes de agentes entre os que se
incluem macrolidos, lincosamidas, e tetraciclinas. Também podem ser resistentes as
fluoroquinolonas e aminoglicosideos. Os ORSA podem demonstrar resisténcia
homogénea ou heterogénea a Oxacilina (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008;
TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

Estudos de Almeida et al. (2007), em hospital Brasileiro, apontam uma prevaléncia de S.

aureus resistente a meticilina na ordem de 16,3%.

Em Mocambique um estudo recente, de Chuquela (2009), feito no ber¢ario do HCM,
visando determinar a frequéncia de S. aureus resistente a Oxacilina, teve como resultado,
das 89 amostras de roupa de bebés pesquisadas, um crescimento na ordem de 52,8% (47

roupas) onde 48,9% (23 roupas) era constituido de S. aureus resistentes a Oxacilina.

2.5. Modos de accido dos antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos se classificacdo de acordo com os seus modos especificos de
accdo contra as c€lulas bacterianas. Estes agentes podem:

e Interferir com a sintese da parede celular;

e Inibir a sintese de proteinas;

e Interferir com a sintese de acido nucleico, ou
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e Inibir uma rota metabdlica.

Os modos de ac¢do dos agentes antimicrobianos contra as bactérias gram-positivas e

gram-negativas sao muito similares (CAVALIERE et al., 2005).

2.5.1. Actividade dos p-lactamicos em bactérias gram-positivas

Pelo facto de as bactérias gram-positivas ndo possuirem uma membrana externa, os
antimicrobianos B-lactdmicos se difundem através da parede celular. Os seguintes passos
sdo similares a aqueles para as bactérias gram-negativas. Nas células sensiveis, as
moléculas B-lactamicas se unem as PBPs, o que resulta em paredes celulares debilitadas e

lise celular (CAVALIERE et al., 2005).

2.5.2. Interferéncia na membrana citoplasmatica

As moléculas de polimixina se difundem através da membrana externa e parede celular
de células susceptiveis face a membrana citoplasmatica. Estas se unem a membrana
citoplasmatica, alteram e desestabilizam. Isto causa o derrame do citoplasma para o
exterior da célula, o que resulta em morte celular. Os agentes antimicrobianos que
interferem na membrana citoplasmatica sdo bactericidas (matam as bactérias)

(CAVALIERE et al., 2005).

2.5.3. Interferéncia da sintese de proteinas mediante a ligacio a subunidade
ribossomica 30S

As Tetraciclinas (exemplo: Tetraciclina, Minociclina e Doxiciclina) se unem a
subunidade 30S do ribossoma e bloqueam a aderéncia do ARN de transferéncia (tRNA).
Posto que ndo se podem agregar mais aminoacidos a cadeia de proteinas que estd em
crecimento, a sintese de proteinas ¢ inibida. A accdo das tetraciclinas ¢ bacteriostatica

(que inibe o crescimento duma bactéria sem mata-la).

Os aminoglucosideos (exemplo: Gentamicina, Amicacina e Estreptomicina) também se

unem a subunidade 30S do ribossoma e podem bloquear a sintese de proteinas de duas
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maneiras diferentes. O efeito total desses mecanismos € bactericida (CAVALIERE et al.,

2005).

2.5.4. Inibicao da sintese de proteinas mediante a subunidade ribossomica 50S

Os Macrdlidos (exemplo: Eritromicina, Azitromicina e Claritromicina) e as
Lincosamidas (ex. clindamicina) se aderem a subunidade ribossémica 50S provocando o
término do crescimento da cadeia proteica e a inibi¢ao da sintese de proteinas. Estes sdo

primordialmente bacteriostaticos.

O Cloranfenicol também une-se a subunidade 50S do ribossoma e interfere na unido de
aminoacidos na proteina em crescimento. Os agentes antimicrobianos que inibem a

sintese de proteinas desta forma sdo bacteriostaticos (CAVALIERE et al.; 2005).
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CAPITULO III - METODOLOGIA

3.1. Area de estudo
A pesquisa foi realizada no Laboratério de analises clinicas, sector de Microbiologia do

Hospital Central de Maputo.

O Laboratorio de Analises Clinicas, Sector de Microbiologia, Sec¢ao de Bacteriologia, do
Hospital Central de Maputo, esté situado entre as avenidas Eduardo Mondlane, Salvador
Allende, Tomas Nduda e Agostinho Neto. Este ¢ até hoje a maior Unidade Hospitalar em
Mocambique e possui diversos servicos, tais como: Servigos de Urgéncia, Maternidade,
Estomatologia, Dermatologia, Oftalmologia, Ortopedia, Cirurgia, Pediatria, Urologia,

dentre outros.

O Laboratorio de Analises Clinicas possui trés Sectores, nomeadamente: o Sector de
Hematologia, o de Bioquimica e o de Microbiologia e ainda uma sala de colheitas das
amostras. O sector de Microbiologia subdivide-se em trés Seccdes: Serologia,

Bacteriologia e Parasitologia.

A Seccao de Serologia realiza testes para HIV, sifilis, espermograma e testes em latex de

toxoplasmose, realiza ainda exames citoquimicos de liquidos organicos.

A Seccao de Parasitologia, através de amostras de fezes realiza exame a fresco para a
pesquisa de amido, gorduras e quistos e exame parasitoldgico para a pesquisa de diversos
parasitas, e através do exame microscopico nas amostras de urinas procura a presenca de
leucocitos, eritrocitos, células epiteliais, cristais, cilindros que sdo indicativos de infec¢ao
urinaria.

Na Sec¢do de Bacteriologia, ndo sé as bactérias responsaveis pela infec¢do sdo isoladas e
identificadas, assim como ¢ feito o teste de sensibilidade aos antibidticos, com a
finalidade de indicar a terapia antimicrobiana eficaz para os agentes responsaveis pela

infecgao.
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3.2. Natureza do estudo

Do ponto de vista da forma de abordagem do problema a pesquisa ¢ Quantitativa:
considera que tudo pode ser quantificdvel, o que significa traduzir em numeros as
informacdes colectadas para classifica-las e analisa-las. Neste sentido foi usada a

estatistica descritiva.

A pesquisa ¢ também considerada exploratéria, na medida em que estudos a semelhanga

deste sdo0 escassos na nossa provincia.

3.3. Amostragem e amostra

A amostragem foi categoricamente probabilistica na qual a selec¢do da amostra foi feita
por Cachos (Clusters): durante o periodo de pesquisa somente 101 cepas apresentaram
crescimento de Staphylococcus sp., sendo que este numero foi submetido a testes
especificos para identificacdao de S. aureus, verificando-se 50 cepas positivas (S. aureus),

este nimero constituiu a subamostra (cacho S. aureus).

Com base no numero de cepas de S. aureus obtidas e testadas foi calculada a margem de

erro com base na formula seguinte

Tb6x24
op= |-
P 50
op = 6%
Onde:
N tamanho da amostra;
S, erro padrdo ou desvio da percentagem com que se verifica determinado
fendomeno;

p percentagem do fenémeno;

q percentagem complementar.
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Na férmula, 76% ¢€ a prevaléncia de MRSA, usada para calcular a margem de erro, que

foi igual a 6%, o que significa que o nivel de confianga ¢ de 94%.

Estes 94% querem dizer o seguinte: se realizarmos uma outra pesquisa, com uma amostra
do mesmo tamanho, nas mesmas datas e locais € com 0 mesmo instrumento de recolha de

dados, ha uma probabilidade de 94% de que os resultados sejam os mesmos (¢ uma

probabilidade de 6% de que tudo difira).

3.4. Fontes de material biolégico
Foram examinados os seguintes materiais bioldgicos:

e Culturas de material do trato urogenital;

e (ulturas de material da garganta e do escarro;
e Culturas de exsudatos e transudatos;

e Hemoculturas: para diagndstico de bacteremias e de septicemias;

e (ulturas do liquido cefalorraquidiano: apesar de ser limitado o numero de bactérias
que produzem meningites ou meningecefalites, elas assumem grande importancia,
tendo em vista as graves consequéncias e as sequelas que podem advir dessas

infecgoes.

3.5. Identificacio e isolamento das cepas de Staphylococcus aureus
Para identificagdo, recorreu-se a técnica de coloragdo de Gram, fermentacdo do Manitol
(vide figura 6 no apéndice B), e testes para avaliar a producdo das enzimas catalase e

coagulase.

A prova de coagulase classifica os estafilococos em Staphylococcus aureus (coagulase-
positivos) e Staphylococcus epidermidis ou Staphylococcus saprophyticus (coagulase-

negativos).
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Para a realizacdo da prova usou-se plasma humano estéril. As colonias foram inoculadas
na solucdo de plasma em tubo e incubadas a 37°C. As foram feitas depois de 2 horas e

depois 24 horas.

Para a realizacdo da prova de catalase colocou-se uma por¢dao colonias num tubo
contendo 0,3 ml de peréxido de hidrogénio (a temperatura ambiente). A formagdo de

bolhas indicou positividade ao teste, segundo protocolado por Moura et al. (2006).

3.6. Teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA)

Uma vez que ja isoladas as colonias de um microrganismo previamente identificado
como patogénico potencial, procedeu-se da seguinte maneira para realizacdo do TSA:

e Seleccionou-se as colonias

e Preparou-se uma suspensao do indculo

e Padronizou-se a suspensao do inoculo

e Inoculou-se as colonias na placa

e Colocou-se os discos de antibidtico

e Incubou-se a placa

e Mediu-se as zonas de inibi¢ao

e Interpretou-se os resultados.

3.6.1. Seleccao das Coldénias
Um dos passos mais importantes no processo do TSA ¢ a preparacao do inéculo. Esta
fase envolveu a seleccdo de coldnias apropriadas para o teste, sua suspensao em Soro

fisiologico e padronizacdo da suspensdo.

Primeiro, seleccionou-se varias colonias das bactérias que em andlise. Seleccionou-se
entre 4 a 5 coldnias, em vez de uma pois assim as chances de detectar a resisténcia sao

maiores.
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Foi usada uma zaragatoa para recolher da placa somente colonias bem isoladas para
evitar cultivo misto. Caso ndo houvesse colonias bem isoladas fazia-se uma subcultura

em nova placa.

3.6.2 Preparacio e padronizacio da suspensao de inoculo

Existem dois métodos para a preparagdo do indculo: suspensdo directa (vide figura 8§,
apéndice D) de colonias e fase logaritmica de crescimento. Em ambos métodos a turbidez
da suspensao deve ser padronizada, comparando ao padrao de 0,5 de McFarland (o que

corresponde a aproximadamente 1,5 x 10® células por mililitro).

Nesta pesquisa foi usado o método de suspensdo directa no qual procedeu-se da seguinte
forma: padronizou-se o indéculo a0 mesmo tempo que se preparava a suspensao;
suspendeu-se as colonias em solugdo salina; ajustou-se o inoculo a uma turbidez
equivalente ao padrdo 0,5 de McFarland. Comparou-se a turbidez das suspensdes pondo

os tubos frente a um papel branco.

As suspensdes devem ser utilizadas como inéculo dentro dos 15 minutos seguintes.

3.6.3. Preparacao para a inoculacio na placa
Retirou-se os discos do congelador de modo que atingissem a temperatura ambiente, uma
a duas horas para minimizar a condensag¢ao e reduzir a possibilidade da humidade afectar

a concentracao dos agentes antimicrobianos.

Colocou-se as placas de Agar Mueller-Hinton (MHA) entreabertas na incubadora por 10
a 15 minutos para eliminar o excesso de humidade. A placa de MHA deve ter espessura

de 4 mm de meio de cultura.

Agitou-se a suspensdo para homogeneizar e logo submergiu-se uma zaragatoa estéril na
suspensdo. Removeu-se o excesso de liquido da zaragatoa pressionando-a contra a parede

do tubo.



26

3.6.4 Inoculacio na placa
Comegando pela parte superior da placa MHA, inoculou-se na superficie com zaragatoa

(vide figuras 9, 10 e 11 no apéndice).

Cobriu-se toda a placa estriando ida e volta de um bordo para outro. Rodou-se a placa
aproximadamente 60° e repetiu-se 0 mesmo procedimento. Rodou-se mais uma vez a
placa 60° e inoculou-se, como anteriormente, toda a placa pela terceira vez. Esse

procedimento visou garantir que o indculo estivesse distribuido homogeneamente.

3.6.5. Aplicacao dos discos de Antibioticos

Colocou-se os discos com os agentes antimicrobianos dentro de 15 minutos seguintes a
inoculacdo da placa MHA. Os discos foram colocados um a um na placa de 100 mm, de
modo a serem no maximo cinco. Pressionou-se cada disco firmemente para assegurar o

contacto completo com a superficie de agar.

Para cada cepa foram preparadas duas placas com vista a obter o perfil de sensibilidade e
verificar a resisténcia a Meticilina. A primeira placa continha os seguintes discos:
Canamicina (K), Ticarcilina (TI), Amicacina (AK) e Minociclina (MI); a segunda placa
continha: Cloranfenicol (O), Piperacilina/tazobactam (TZP),
Trimetoprima/Sulfametoxazol (SXT) e Meticilina (M). Para amostras de urina foi
acrescido um disco de Nitrofurantoina (F). As cepas que revelaram resisténcia a
Meticilina foram também testadas com Ticarcilina com Clavulanato (TIM) (vide

estruturas de antibioticos, figuras 1 a 4 em anexo).

3.6.6. Incubacgio das placas

Inverteu-se as placas e incubou-se a 37°C por 16 a 18 horas.
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3.6.7. Medicao das zonas de inibicao
Depois de retirar-se a placa da incubadora, examinou-se minuciosamente a placa para ver
se o crescimento era uniforme. As leituras dos halos foram medidas em milimetros

usando uma régua milimétrica (vide figura 12 no apéndice).

Os didmetros dos halos de inibicao total (julgadas a olho ni) foram medidos, incluindo o
diametro do disco. O halo de inibi¢ao foi considerado a area sem crescimento detectavel
a “olho nu”. Dependendo do didmetro e para cada antibiotico, as bactérias foram

classificadas em sensiveis (S) ou resistentes (R).

3.7. Verificacio da producio de p-lactamase
A prova mais comum de B-lactamase usa um substrato -lactdmico cromogénico (como
uma cefalosporina) que muda de cor quando seu anel B-lactamico ¢ hidrolisado (vide

figura 7 no apéndice).
Procedimento:

1. Inoculou-se uma grande quantidade da bactéria a examinar na fita-substrato -

lactamico cromogénico usando a ansa de inoculagao;

2. Deixou-se a temperatura ambiente e verificou-se a mudanca de cor na fita amarela. A
mudanga de amarelo para verde/azul indica um resultado positivo do teste e se ndo ocorre

alteracdo € negativo.

3.8. Variaveis de estudo

Foram consideradas variaveis para o presente estudo, as seguintes:

e Resisténcia a meticilina;

e Sensibilidade a meticilina;

e Producdo de f-Lactamase.

Das varidveis listadas a Sensibilidade e Resisténcia a Meticilina sdo varidveis
dependentes, enquanto a produg¢do de B-Lactamase ¢ uma varidvel categoricamente

independente.
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3.9. Analise de dados
Para a andlise, interpretacdo e cruzamento dos dados foi utilizada a estatitica descritiva e

inferencial.

No tratamento estatistico e cruzamento dos dados utilizou-se uma versdao do software
Statistical Package for Social Science (SPSS) na versao 17.0 para obtencdo de
frequéncias de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes, resisténcia e sensibilidade
antimicrobiana e para testar a dependéncia das varidveis, pelo calculo do Qui-quadrado.
O software Microsoft Excel 2007 foi usado como folha de organizagdo dos dados

colectados que posteriormente foram exportados para o SPSS.
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CAPITULO IV- ANALISE E INTERPRETACAO DOS
RESULTADOS

4.1. Apresentaciao de resultados
4.1.1. Leitura do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (T.S.A)

A média da Prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina no periodo de
Fevereiro a Maio foi de 76%.
A distribui¢ao da resisténcia a outros antibidticos testados com vista a obter um perfil de

sensibilidade e resisténcia esta também plasmada na grafico 1.

M Resisténcia Sensibilidade
98%
88% 88% B 86.80%
] 78% 76% 80%
60%
40
22
2% 12 13.20%
2%
— -
K(30pg) TI(75 AK(30 MI(30 C(30ug) SXT(25 TZP(36 M(5ug) F(100 TIM
Hg) Hg) Hg) ug) Hg) pg)  (75/10
ng)

Grafico 1: Perfil de sensibilidade e resisténcia de S. aureus obtida pelo método Kirby-Bauer.

Do Grafico acima: K-canamicina, TI-ticarcilina, AK-amicacina, MI-minociclina, C-
cloranfenicol, SXT-trimetoprima/sulfametoxazol, TZP-piperacilina com tazobactam,

M-meticilina, F-nitrofurantoina, TIM-ticarcilina com clavalunato

Observa-se a maior sensibilidade de Staphylococcus aureus face a Minociclina (98%),

Amicacina (88%), Cloranfenicol (78%) e Nitrofurantoina (75%), sendo o primeiro
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antibidtico pertencente a classe das Tetraciclinas, o segundo a classe de

Aminoglicosideos, o terceiro e o ultimo a classe de Drogas Unicas.

Elevada resisténcia de Staphylococcus aureus ¢ verificada face aos seguintes antibidticos
B-lactamicos: Ticarcilina (88%, n=50), Ticarcilina com clavulanato (86.8%, n=38),

Meticilina (76%, n=50) e Trimetoprima-sulfametoxazol (64%, n=50).

Relativamente a Nitrofurantoina (F), ¢ de ressaltar que ¢ um antibidtico empregado nas
infec¢des do trato urinario. Assim sendo, somente 4 das 50 cepas foram testadas com
Nitrofurantoina, por serem de proveniéncia urindria, das quais 25% (n=4) apresentou

resisténcia e 75% foi sensivel.

4.1.2. Ocorréncia de Staphylococcus aureus em funcio da natureza da amostra
Em fun¢do da natureza da amostra observa-se (vide grafico 2), numa amostra n=50, a
maior ocorréncia de Staphylococcus aureus em secre¢des nio estéreis (pus=36%,

transudato=14%), e em niimero consideravel em liquidos estéreis (sangue=18%).
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Grafico 2: Frequéncia de S. aureus em fungdo da natureza da amostra.

Algumas amostras ndo estéreis como secregdes vaginais € uretrais, amostras de
expectoracdo, também apresentam ocorréncia muito baixa (2%, n=50) de Staphylococcus

aureus.

4.1.3. Prova de p-lactamase
Foram submetidas a este teste todas as cepas que se apresentaram resistentes a Meticilina.
Do teste, observa-se (Vide Tabela 1) que a maioria (74%, n=50) das cepas testadas

produzem a enzima B-lactamase, enquanto 26% (n=50) ndo a produzem.
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Tabela 1: Resultados da prova cromogénica de B-lactamase.

Produgio de Frequéncia

P-lactamase absoluta %
Negativo ao teste 13 26.0
Positivo ao teste 37 74.0
Total 50 100.0

Tomando em conta a produgdo de P-lactamase em relagdo a resisténcia a Meticilina,
pode-se observar que o valor da resisténcia (76%) ¢ proximo ao da producdo de P-
lactamase (74%) e o da sensibilidade (24%) é proximo a ndo producdo de B-lactamase

(26%).

A prova de B-lactamase foi efectuada com objectivo de pesquisar a produgdo ou nao da
enzima responsavel pela degradagdo do anel B-lactdmico dos antibidticos da classe com a
mesma designacdo. Portanto, esse teste ¢ aliado ao teste de sensibilidade antibidtica.
Deste modo, ele foi efectuado apds a leitura do comportamento das cepas face a
Meticilina, podendo servir os resultados do teste -lactamase para subsidiar o perfil de

sensibilidade e resisténcia de S. aureus face a Meticilina.

4.1.4. Relacao Resisténcia a Meticilina e producio de p-Lactamase

Do total da amostra dada por S. aureus (n=50), 76% foi resistente a Meticilina (tabela 2).

Desagregando esse dado em funcao da resisténcia a Meticilina, temos, das 38 cepas
resistentes, a maioria 92.1% (35 cepas) produz B-lactamase enquanto 7.9% (3 cepas) nao

produz -lactamase.

Dentre as 12 cepas sensiveis, a maioria 83.3% (10 cepas) ndo produz a enzima [3-

lactamase enquanto 16.7% (2 cepas) produz a enzima (vide grafico 3).
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Grafico 3. Cruzamento das variaveis Resisténcia e Sensibilidade a Meticilina e Producao de f-

lactamase.

O resultado do cruzamento pode ser consubstanciado pelo valor obtido do teste do Qui-

quadrado (tabela 3 em anexo).
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4.2. Discussao

A Determinagdo da prevaléncia de ocorréncia de Staphylococcus aureus meticilino-
resistentes ¢ uma importante estratégia epidemiologica para a proposicdo de medidas de
prevencgdo e controle e também um dos critérios mais utilizados para a escolha judiciosa
da terapéutica. Neste estudo o Staphylococcus aureus meticilino-resistentes, apresentou
uma prevaléncia de 76%, um valor elevado, comparativamente ao estudo de Chuquela
(2009), no bergario do Hospital Central de Maputo, onde se obteve 48,9% de prevaléncia.
Todavia o nosso resultado esta em concordancia aqueles obtidos em estudos realizados
em hospitais Brasileiros que demonstraram valores variando entre 40% a 80% de

prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes.

A razdo da elevada prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes pode ser
justificada pelo uso abusivo e descontrolado de antibidticos, bem como a falta de
definicdo clara dos critérios na escolha do tratamento. Ademais, Pereira (2002) alerta que
o uso de cefalosporinas eleva possibilidade do aparecimento de Enterococcus resistentes
a Vancomicina, ¢ esta condi¢do de resisténcia pode ser transferida por mediacao de
plasmideos a outras bactérias incluindo Staphylococcus aureus. Do mesmo modo
Oliveira et al (2001) referem que nos hospitais, o tratamento prolongado com antibi6ticos
de amplo espectro, como a Vancomicina, tornam dificil o controle de infec¢des por
Staphylococcus aureus. Contudo, os resultados obtidos da presente pesquisa, por si sO
ndo esclarecem a razao deste elevado valor de prevaléncia devido a falta de informagao

clinica anexa as amostras analisadas.

O desenvolvimento da resisténcia a antibidticos e a elevada vulnerabilidade a infecgdo
por Staphylococcus aureus € propiciada por este possuir um conjunto de mecanismos de
viruléncia e grande versatilidade de estratégias patogénicas, como se pode ver do teste de
sensibilidade antimicrobiana que existem cepas que nao produzem a enzima [B-lactamase
mas sdo resistentes por outros mecanismos que ndo puderam ser comprovados pela

metodologia usada nesta pesquisa.
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Concernente ao perfil de sensibilidade e resisténcia de Staphylococcus aureus, 0s nossos
resultados apontam valores altos de sensibilidade face a aminoglicosideos (foi testada a
Amicacina e a Canamicina), Tetraciclinas (testou-se a Minociclina) e Cloranfenicol, este

resultado € paradoxal ao estudo de Oliveira et al/ (2001) no qual afirma que

O aumento da frequéncia de infec¢oes hospitalares causadas por Staphylococcus
aureus meticilino-resistentes ¢ acompanhado pelo aumento da resisténcia a
muitos outros antimicrobianos com actividade anti-estafilococica, como os
Aminoglicosideos, Cloranfenicol, Lincosamideos, Macrolideos, Quinolonas e

Tetraciclinas.

A avaliacdo da resisténcia aos Aminoglicosideos ¢ importante, uma vez que esta classe de
antibidticos pode ser associada a P-lactamicos e Glicopeptideos para tratamento de
infeccdes graves. Durante o periodo avaliado a resisténcia média a Amicacina
(aminoglicosideo testado) foi 12%. Este resultado ¢ inferior ao obtido por Almeida et al
(2007), realizado com amostras do hospital de Londrina-Parand, no periodo de 2001 a
2004, onde se constatou taxas de resisténcia na ordem de 67%. O valor de resisténcia a
Canamicina obtido foi de 40%. Esses valores mostram de forma clara que a Amicacina
assim como a Canamicina, sdo aminoglicosideos que ainda podem ser usados para

obtencao dum efeito sinérgico em associagdo com antibidticos B-lactdmicos.

A maior sensibilidade antibiotica verificada face a Aminoglicosideos (AK), Tetraciclinas
(MI) e Cloranfenicol (C), pertencente a classe de Drogas tnicas, pode estar aliada ao
facto de essas classes antibidticas inibirem a sintese proteica em nivel ribossémico, o que
impossibilita a expressdo de enzimas promotoras de resisténcia comparativamente ao
mecanismo de ac¢do dos antibioticos B-lactdmicos que agem sobre proteinas funcionais
(enzimas B-lactamases activas) podendo por esta via existir persisténcia da actividade de
B-lactamases para construcdo da parede bacteriana mesmo em presenca de antibidticos,
no caso de alteragdo de proteinas-alvo. E qual seria o significado da sensibilidade
inicialmente referida? Isto significa que esses antibidticos podem ser eleitos para o
tratamento de infec¢des estafilococicas, embora uma parte deles tenha apenas efeito

bacteriostatico (¢ o caso do Cloranfenicol e Minociclina).
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A elevada resisténcia observada face aos antibidticos Ticarcilina (88%) e Ticarcilina
combinada com clavulanato (86.8%) ¢ explicada pelo mesmo mecanismo de resisténcia
de Staphylococcus aureus a Meticilina, uma vez que estes antibioticos pertencem todos a

classe de antibioticos B-lactamicos, onde faz parte a Meticilina.

A Nitrofurantoina também inibe a sintese proteica em nivel ribossdmico e o seu alto grau
de sensibilidade (75%, n=4), indica a sua aplicagdo para infecc¢des estafilococicas do trato
urinario.

Com relacdo ao antibiotico Sulfametoxazol, este apresentou um consideravel valor de
resisténcia (64%, n=50). Este resultado ¢ contrario a afirma¢dao de LIMA (2007) onde a
combinac¢do de Sulfametoxazol (uma Sulfonamida) com a Trimetoprima (um inibidor de
B-lactamase) ¢ referida como resultante num efeito sinérgico. Apesar desta propriedade
declarada por LIMA (2007) o nosso resultado mostra que o antibidtico ndo ¢ de escolha

para o tratamento de infec¢des estafilococicas.

Com referéncia aos resultados da relagdo Resisténcia a Meticilina com a producao de -
Lactamase, observou-se que uma maior percentagem de cepas resistentes produz a
enzima [-lactamase (92.1%), o que sugere que a resisténcia a meticilina depende da
producdo de B-lactamase. Por outro lado, com relagdo as 38 cepas resistentes, observou-
se uma menoria resistente que ndo produz P-lactamase, isto pode justificar-se pela
existéncia de um outro mecanismo de resisténcia que ndao depende da produgdo da
enzima B-lactamase, tal como referencia Jawetz (2009), que a resisténcia a meticilina
pode também ser resultado da expressao duma proteina de ligagdo ao antibidtico alterada
(proteina PBP2a, versdo de baixa afinidade da proteina PBP), codificada pelo gene mecA

localizado no nucleo6ide e nao no plasmideo.

Ainda relativo ao cruzamento das variaveis resisténcia e sensibilidade a meticilina e
producdo de B-lactamase, observou-se das 12 cepas sensiveis que a maioria (83.3%) ndo
produz a enzima [-lactamase, porém existe uma menoria sensivel e produtora de B-
lactamase (16.7%). Pelo facto da enzima B-lactamase de S. aureus ser induzivel, isto &,
ser produzida apenas quando a bactéria ¢ exposta ao antibidtico, pode ser que o

antibidtico tenha morto as bactérias antes que uma quantidade suficiente da enzima fosse
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produzida para inactivar o antibidtico, possivelmente devido ao menor tamanho do
indculo — isto justifica a percentagem de cepas sensiveis que produzem B-lactamase. Esta

hipdtese ¢ também sustentada por Trabulsi & Alterthum (2008).

O resultado do cruzamento das variaveis pode ser complementado com o resultado do
teste do Qui-quadrado (Chi-square). Portanto, do cruzamento das varaveis “producdo de
B-lactamase” e “resistencia a Meticilina” para verificagdo da dependéncia das duas
variaves, obteve-se um valor de qui-quadrado (chi-square) representado na tabela 3

(anexo 4), segundo o teste de independéncia de Qui-quadrado.

O valor de Qui-quadrado obtido tem um nivel de significancia igual 0,000 que ¢ inferior a
0,0005, o que nos permite rejeitar a hipotese nula que diz “a resisténcia a Meticilina nao
depende da produgdo da enzima B-lactamase” e consequentemente aceitar a hipotese que

diz que a resisténcia a meticilina depende da producao da enzima B-lactamase.
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CAPITULO V - CONCLUSOES E RECOMENDACOES

5.1. Conclusoes

Os resultados obtidos e as analises efectuadas no decorrer do presente trabalho permitem

concluir que:

e A prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes no periodo avaliado
foi alta.

e Staphylococcus aureus apresenta alta sensibilidade face a Amicacina, Canamicina,
Minociclina, Cloranfenicol e Nitrofurantoina.

e A resisténcia de Staphylococcus aureus a Meticilina ¢ acompanhada pela resisténcia a
outros antibioticos B-lactamicos.

e Staphylococcus aureus ocorre com maior frequéncia em liquidos ndo estéreis (pus e
transudatos) assim como liquidos estéreis (sangue).

e A resisténcia a Meticilina depende da producao de B-lactamase.

e [Existe um outro mecanismo de resisténcia a meticilina de Staphylococcus aureus que

nao depende da producao de B-lactamase.
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5.2. Recomendacdes

Ao finalizar este estudo sdo levantadas como recomendagdes as seguintes:

Para pesquisadores

Sugere-se um maior tempo para a consecucao deste tipo de pesquisa o que possibilita a
obtencdo de uma amostra grandemente representativa e consequentemente resultados

mais generalizaveis.

Recomenda-se também a inclusdo de informacgao clinica do doente na matriz de recolha

de dados para o conhecimento da origem das infec¢des estafilocdcicas verificadas.

Para médicos sugere-se

O uso de Amicacina, Canamicina, Minociclina, Cloranfenicol e Nitrofurantoina para o

tratamento de doencas estafilocdcicas.

A realizagdo de periddica de testes de sensibilidade in vitro para o monitoramento da
resisténcia que pode comprometer o tratamento de infecgdes por Staphylococcus aureus

meticilino-resistentes.

A Universidade Pedagogica

Sugere-se o incentivo de mais formandos para o desenvolvimento de pesquisas aplicadas
na area de saude publica com vista a conceber professores com conhecimentos apurados
nesta area pretendendo assegurar a resolucao de problemas basicos de satde nas escolas
desprovidas de centros de saude e ainda ensinar e educar construindo atitudes e
convicgoes salutares nos alunos. Nao s6, mas também, visando colocar o estudante em
contacto com técnicas laboratoriais em geral, consolidando o manuseamento de

microscopio e técnicas de semeadura e identificagao de microrganismos, em particular.
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ANEXOS



ANEXO 1 - Estruturas do PABA, Sulfonamidas e da Ticarcilina

NH, NH,
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Figura 1. Estruturas do PABA e Sulfonamidas, respectivamente (JAWETZ, 2009).
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Figura 2. Estrutura da Ticarcilina, uma penicilina semi-sintéctica (JAWETZ, 2009).



ANEXO 2 - Estrutura de algumas Tetraciclinas
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Figura 3. Estrutura de algumas tetraciclinas (JAWETZ, 2009).
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Figura 4. Estrutura do Cloranfenicol JAWETZ, 2009).



ANEXO 3 — Cruzamento das variaveis Resisténcia a Meticilina e produgao de 3-
lactamase

Tabela 2: Relacdo entre resisténcia e sensibilidade a meticilina e produgao de B-lactamase.

Beta-Lactamase
- + Total
M R Count 3 35 38
% within M 7.90% 92.10% 100.00%
% within Beta-Lactamase 23.10% 94.60% 76.00%
S Count 10 2 12
% within M 83.30% 16.70% 100.00%
% within Beta-Lactamase 76.90% 5.40% 24.00%
Total Count 13 37 50
% within M 26.00% 74.00% 100.00%
% within Beta-Lactamase 100.00% 100.00% 100.00%
Tabela 3: valor de qui-quadrado obtido pelo Chi-Square Tests no SPSS software
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 26.976" .000
Continuity Correction” 23.198 .000
Likelihood Ratio 25.502 .000
Fisher's Exact Test .000 .000]
N of Valid Cases 50

a. 1 cells (25.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3.12.

b. Computed only for a 2x2 table
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APENDICE A - Observacido da Hemolise

Figura 5. Observagdo da Hemolise (halo ao redor das coldnias) em meio agar sangue
humano (Foto do autor).



APENDICE B - Fermentacdo do Manitol

Figura 6. Fermentacdo do Manitol, meio MS normal (a esquerda), meio MS fermentado,
muda de cor para amarelo — ac¢ao de Staphylococcus aureus (Foto do autor).



APENDICE C - Prova de B-lactamase

Figura 7. Prova de B-lactamase. O circulo vermelho destaca a area que muda de cor apos
inoculacdo da bactéria (resultado positivo) (Foto do autor).



APENDICE D - passos para realiza¢do do T.S.A

Figura 8. Padronizagdo do indculo, baseada na escala 0,5 de Mc Farland (Foto do autor).



APENDICE D1 - passos para realiza¢do do T.S.A

Figura 9. Retirada do indculo para semeadura na placa (Foto do autor).



APENDICE D2 - passos para realiza¢do do T.S.A

Figura 10. Plaqueamento do in6culo (Foto do autor).



APENDICE D3 - passos para realiza¢do do T.S.A

Figura 11. ITlustragdo do plaqueamento do inoculo (Foto do autor).



APENDICE D4 - passos para realiza¢io do T.S.A

Fig.12. Medicao dos halos de inibi¢do (Foto do autor).
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