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RESUMO

Os estaﬁlococos sdo bactérias esféricas , Gram positivas, geralmente com disposig¢ao
em cachos irregulares, semelhantes a cachos de uvas. Crescem rapidamente em
varios tipos de meios de cultﬁra, sdo metabolicamente activos, fermentando
carbohidratos e produzindo pigmentos que variam de branco a amarelo forte. o)
Staphylococcus aureus € um dos agentes comummente implicado em infecgdes
adquiridas nos hospitais e na comunidade, e adquire rapidamente resisténcia a
muitos dos antibiéticos disponiveis para o tratamento das infecgdes por ele

causadas.

Este estudo tem em vista avaliar o padrao de sensibilidade deste microrganismo aos
antibiéticos e ainda avatliar a frequéncia do mesmo no Hospital Central do Maputo,

dada a falta d.e informacao sobre esta matéria.

As amostras foram colhidas nos servigos de Cirurgia do Hospital Central do Méputo,
concretamente na Pequena Cirurgia e na Pediatria do Hospial mencionado. Essas
amostras consistiam basicamente de pls de abcessos , fleimdes e piomiosites,
aspirados com auxilio de seringas que posterirmente foram enviadas ao laboratério

onde as amostras foram submetidas ao exame de Gram e as provas bioquimicas.

A maioria dos casos de infecgdes por S. aureus foi registada em criancas com idade

compreendida entre 0 € 5 anos.

Os antibiéticos mais utlizados devido a sua venda néo.licenciada e devidamente
controlada, tiveram uma actividade muito baixa sobre as esrtirpes de S. aureus,

enquanto que os de dificil acesso foram muito activos contra estes microrganismos

O teste Chi quadrado mostrou que os resultados do antibiograma sao significativos
para todos os antibidticos selecionados, com p<0.05, excepto os da tetraciclina que

nao sao significativos (X*=1.3 e p=0.52205)
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1- INTRODUCAO

As bactérias s3o os microrganismos que maiores problemas de resisténcia aos
farmacos tém colocado & humanidade nos Gltimos anos. A maior parte das bactérias
que causam infecgdes nosocomiais (intrahospitalares), apresentam resisténcia a pelo
menos um dos antibidticos comummente usados para tratar essas infecgbes. Em
alguns casos, esses microrganismos resistentes a todos os antibiéticos exigem um
tratamento com farmacos experimentais e potencialmente téxicos. (Centers for

Diseases Control and Preverition,1999).

A ufilizagéo indiscriminada dos antibioticos pode reduzir a sua eficacia, ndo apenas
no paciente individualmente, mas também na populagdo em geral. A crescente
emergéncia de resisténcia a antibidticos, devido em grande parte a utilizagao nao
racional -dos mesmos, contribui substancialmente para o aumento da incidéncia de
microrganismos com baixa sensibilidade a antibidticos, o que constitui um grande

obstaculo para uma terapia com sucesso (William et al.,1999)

Segundo William et al. (1998), em 1944 foram descritos estafilococos produtores de
penicilinases, ou seja, estafilococos capazes de produzir uma enzima que pode
degradar as penicilinas e como tal, apresentam resisténcia as mesmas. A frequéncia
destes microrganismos resistentes em amostras hospitalares, aumentou muito
rapidamente, cerca de 1% em 1944 para 60% em 1946. A introducao de novos
agentes antimicrobianos resultou no aparecimento de microrganismos
multiresistentes, especialmente em ambientes hdspitalares, sendo a espécie
Staphylococcus aureus (S. aureus) um desses microrganismos. As infecgbes
estafilocdcicas tomam novas e dramaticas proporgées quando estdo envolvidas
estirpes de S. aureus com padrao de resisténcia maltipla aos antibioticos de escolha

disponiveis (Ferreira e Avila, 1996).




Os estafilococos sao bactérias esféricas, Gram positivas, geralmente com disposigao
em cachos irregulares, semelhantes a cachos de uvas. Crescem rapidamehte em
varios tipos de meios de cuitura, sao metabolicamente activos, fermentando
carbohidratos e produzindo pigmentos gue variam de branco a amarelo forte. Alguns
sa0 membros da “flora” normal da pele e das mucosas dos seres humanos, enguanto
outros provocam supuracgoes, formagao de abcessos, varias infecgbes piogénicas e
até mesmo septicémia fatal (Aleman et al., 1989, Jawetz et al., 1991, Gilligan et
al., 1992 e Ferreira e Avila,1996).

S. aureus & um dos agentes comummente implicado em infecgoes adquiridas nos
hospitais e na comunidade, a nivel mundial (William et al., 1998). As infecgbes da
pele sdo as formas mais comuns de infecgoes estafilocécicas humanas e nelas
incluem-se os furdnculos, carbunculos, impetigo e infecgdes de feridas pos
operatérias. O S. aureus também é responsavel por uma desordem comum adquirida
na comunidade que é a intoxicagado alimentar. Esta é causada por uma enterotoxina
termo-estavel produzida por S. aureus, quando este cresce em alimentos protéicos
que contém carbohidratos (Hoeprich, 1982, Lennette et al., 1985, Alcamo, 1991 e
Murray et al., 1995). A meningite, pneumonia e osteomiolite, sao os problemas mais
sérios que se apresentam, tanto como infecgbes adquiridas na comunidade assim

como no hospital (Murray et al.;1995).

Os estafilococos situam-se entre os microrganismos ndo esporulados mais
resistentes. Alguns suportam uma temperatura de 60°C durante 30 minutos e ©
contacto com a solugao de fenol a 1% durante 15 minutos. Permanecem viaveis sob
refrigeragao e em estado dissecado durante varios meses. A maioria das amostras de
S. aureus cresce na presenga de altas concentragbes de NaCl (10-15%) ( Pelczar et
al., 1981, Atlas,1984 e Ketchum,1988). A resisténcia aos agentes fisicos contribui
para que estes microrganismos se tornem patoégenos nosocomiais muito frequentes,
dada a sua distribuigdo nos equipamentos contaminados, poeiras, pessoas
infectadas ou colonizadas, dispositivos e superficies contaminadas por fluidos

contendo S. aureus (William et al., 1998).




Existem numerosos mecanismos pelos quais os microrganismos exibem resisténcia a
farmacos de entre os quais se destacam os seguintes:

(1) Produgao de enzimas que destroemo farmaco activo.

(2) Modificagéo da sua permeabilidade ao farmaco.

(3) Alteragéo do alvo estrutural para o farmaco.
No entanto, os estafilococos permanecem sensiveis a vancomicina apesar da
tendéncia de desenvolver resisténcia aos antibiéticos (Jawetz et al., 2000 e Murray et
al., 2000).

Um 'microrgahismo é susceptivel a um determinado antibitico quando as
concentragdes do antibidtico nos tecidos sao suficientes para destruir ©
microrganismo sem provocar efeitos téxicos no doente. Um microrganismo torna-se
resistente quando as mesmas concentragbes do antibidtico ja ndo sao suficientes

para destrui-lo {Vio,1 984).

Muitos agentes antimicrobianos tém efeito "in vitro" contra 0s estafilococos, contudo é
dificil erradicar estafilococos patogénicos de pessoas infectadas porque 0s
microrganismos muito rapidamente desenvolvem resisténcia contra muitos
antimicrobianos, e os farmacos nao conseguem actuar na por¢ao necrotica central da

lesdio supurativa. Também é muito dificil erradicar o estado portador de S. aureus

(Jawetz et al., 1991) .

As infecgbes causadas por S. aureus, tanto hospitalares como na comunidade,
apresentam morbilidade e mortalidade elevadas. O aumento crescente da frequéncia
de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA) e a possibilidade do aparecimento de
estirpes resistentes a vancomicina tornam importante o desenvolvimento de novas
drogas com actividade anti-estafilococica. A ocorréncia de casos na comunidade
também tem vindo a tornar-se um problema, principalmente em utilizadores de drogas
intravenosas. As estirpes de ORSA sao, geralmente, resistentes a inameros

antimicrobianos, incluindo todos os outros p-lactdmicos, os macrolideos, as




lincosaminas, os aminoglicosideos, o cloranfenicol e a tetraciclina. A vancomicina € o
antibiético de escolha para o tratamento de infecgbes causadas por ORSA (Farias et
al., 1997).

Segundo Duguid et al. (1975) e MISAU (1983) as estirpes de S. aureus de origem
nao hospitalar eram sensiveis & maior parte dos antibidticos usados na terapéutica,
como por exemplo a benzilpenicilina, meticilina, estreptomicina, cloranfenicol e
eritromicina. As estirpes “multiresistentes” sdo, em geral, sensiveis as penicilinas
___antipenicilinases tais como a cloxacina (0.25ug/ml) e a meticilina (2pg/ml), assim
como as cefalosporinas [cefaloridina (5ug/ml)], fucidina (0.06 pglnﬂ), vancomicina
(1ug/ml), cotrimoxazol. Contudo, uma pequena fracgdo destas estirpes € “meticilino-
resistente”, podendo proliferar na presenga de baixas concentragbes terapéuticas de
meticilina e cloxacilina, assim como de outras penicilinas. A resisténcia a meticilina
aumentou substancialmente provavelmente como resultado do uso exagerado de

cefalosporinas (Duguid et al., 1975 e Burnett et al., 1978).

Tendo em conta o rapido desenvolvimento de resisténcia medicamentosa entre os
estafilococos, por vezes os hospitais limitam o uso de farmacos antiestafilacécicos ao
tratamento de pacientes em estado grave. Essa restricdo poderia prolongar o periodo
util do novo farmaco. A vancomicina ainda € o farmaco mais eficaz usado contra o

estafilococos (Farias et al., 1997). Ny

As infecgbes por S. aureus assumem um importante papel no quotidiano de uma
instituigdo de saude, reflectindo a efectividade dos seus programas de controle de
infecgdes. Portanto, é importante realgar a necessidade de combinar estratégias de
controle de infecg6es hospitalares e o uso racional de antimicrobianos para o

combate efectivo de infecgdes estafilocéeicas (Calda et al.,1999).

A crescente incidéncia do isolamento de S. aureus resistentes a oxacilina, .a

dificuldade e o alto custo de tratamento dos pacientes com essas infecgoes,




associadas a elevada taxa de morbilidade e mortalidade fazem com que seja
imperioso o estudo da sensibilidade de S. aureus a diferentes antibiéticos, por forma
a auxiliar a introdugdo de programas de monitorizagao da sensibilidade e promogéo
do uso racional dos antimicrobianos (Calda et al.,1999) Em Mogambiﬁue, nido se
conhece na actualidade o padréo de sensibilidade de S. aureus aos antibiéticos, nem

a prevaléncia das infecgbes estafilococicas nos hospitais, dai a necessidade do

presente estudo.
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2- OBJECTIVOS.

o

» Avaliar o padrao de sensibilidade "in vitro" do S. aureus a diferentes tipos de

antibiéticos.

» Estimar a frequéncia de infecgdes estafilocécicas em doentes internados nos

Servicos de Cirurgia Pediatrica do Hospital Central do Maputo.

> Estimar a frequéncia de infecgbes estafilocécicas em doentes ambulatérios

atendidos nos Servigos de Urgéncia do Hospital Central do Maputo.



3- MATERIAL E METODOS.

3.1- MATERIAL UTILIZADO.
- Seringas graduadas de 10mi.
- Aguthas hipodérmicas.
- Ansas de platina.
Tubos de ensaio.
Suportes de tubos de ensaio.
Placas de Petri.
Pipetas de 1,2 e 10 ml.
Laminas microscépicas.
Microscépio optico.
Luvas.
Bico-de Bunsen.
incubadora bacteriologica ajustada a 37°C.
Geleira.
Kit de Gram.
Tubos de cultura
Plasma humano.
Alcool etilico a 70%.
Formaldeido a 10%.
Detergente.
Tintura de iodo a 2%
-Meio Mueller-Hinton
Meio Agar sangue.
Meio Agar Chocolate
Meio Manitol Salt Agar
Staph: Latex Test
Papel de filtro.




Palitos de madeira

Cristal violeta.

Peréxido de hidrogénio.

Agua destilada.

Soro fisiolégico.

Caldo nutritivo.

Zaragatoas

Discos de antibiéticos (ver tabela 1)

Tabela 1. Antibiéticos utilizados

Item

Antibiético

Concentragdes

Unidade
(Kit)

Quantidade

Ampicilina

1009

250

Cefalotina

30gug

250

Cefuroxima

30pg

250

Ciprofloxacina

Sug

250

Cloranfenicol

30ug

250

Eritromicina

10pg

250

Gentamicina

10meg.

250

Oxacilina

1ug

250

Meticiiina

Spg

250

Penicilina G

10 Units

250
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Tetraciclina

10pg

250

3.2- LOCAL E DURAGAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina e
nos Servicos de Urgéncia de Cirurgia (SUR) e Servigos de Cirurgia Pediatrica do
Hospital Central do Maputo (HCM), no periodo compreendido entre Margo e Maio de
2001.
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3.3- POPULAGAO DO ESTUDO

A populagdo do estudo foi de 170 individuos de ambos 0s sexos, pertencentes a

diferentes faixas etarias.

3.4- CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluindos neste estudo individuos de ambos os sexos, criangas e adultos que
se apreséntaram nos Servigos de Urgéncia e Reanimagao (SUR) do Hospital Central
de Maputo e criangas internadas nos Servigos de Cirurgia Pediatrica com infecgoes

supurativas do tipo abcessos nao fistulizados, piomiosites e fleimdes de Margo a

Maio de 2001.

Foi elaborada uma ficha (vide anexo !l) para cada doente, a qual foi preenchida com
‘base na informagao contida no processo clinico do doente, no gque se refere aos

dados de identificagdo, diagnostico clinico e tratamento efectuado, incluindo os

resultados do diagndstico Microbiologico.
* 3.5- METODOLOGIA DE TRABALHO.

O estudo foi realizado nos Servigos de Cirurgia do H.C.M., com base em amostras

provenientes de doentes previamente seleccionados, com infecgbes sugestivas de

serem causadas por S. aureus.

i

As amostras foram colhidas através de pungdo-aspiragao (com uma seringa), das
colecgoes de pls de abcessos ndo fistulizados, fleimbes e piomiosites. As seringas
foram devidamente rotuladas e imediatamente levadas para o Laboratério do Servigo
_ de Urgéncia do H.C.M. Em seguida as amostras foram enviadas para o Laboratorio
de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane,
onde foi feito o processamento das mesmas. Todos os resultados do processamento

das amostras foram langados numa ficha elaborada para o efeito (vide anexo Hiy.

9
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No Laboratério de Microbiologia, fez-se o registo das amostras e retirou-se uma parte
da amostra para realizagido do exame microscépico que consiste na preparagdo do
esfregago, na sua fixagdo e posterior coloragdo de Gram {modificagéo de Hucker) o
que permitiu observar o tipo de coloragao, a morfologia e a disposigéo das bactérias.
Este procedimento tinha como finalidade a identificagdo preliminar dos cocos Gram

positivos, dispostos em cachos (Jawetz et al., 1991 e Gilligan et al.,1992) (vide 3.6 ).

Com a parte restante da amostra fez-se a cultura, que consistiu na deposigdo de
aproximadamente uma gota da amostra na placa com um meio de cultura adequado
(Agar Sangue, Agar Chocolate e Manitol Salt Agar) (Fig.1 ) e, com o auxilio de uma
ansa estéril, préximo de uma chama (bico de bunsen), fez-se o riscado em placa de
modo a se obterem col6nias separadas. As placas inoculadas com o microrganismo
foram incubadas a 37 °C em condi¢des aerdbicas, aerofilicas e anaerébicas por um

periodo minimo de 24 horas e um maximo de 48 horas.

(a)

Fig 1.a- Representagdo do meio de Agar sangue(a) e do meio Agar chocolate(b).

Apés o periodo estimado de crescimento das bactérias, estas foram retiradas da
incubadora e foi feita a observagdo macroscopica das caracteristicas morfolégicas
das col6nias para identifica-las como grandes, redondas, lisas, elevadas ou planas e

brithantes, etc.




As bactérias que registaram crescimento, foram submetidas novamente a coloragdo

de Gram e a realizagao de provas bioquimicas para a identificagdo e isolamento de

S. aureus (Gilligan et al. 1992).

As provas bioquimicas consistiram essencialmente na avaliagao da fermentagdo dos

acucares (Manitol) e nas provas de Catalase e Coagulase.

Os estafilococos produzem a enzima catalase, que converte o peroxido de hidrogénio
(H,02) em agua (H:0) e oxigénio (O,), o que permite diferenciar os estafilococos, que

s3o positivos, dos estreptococos, que sdo catalase negativos (Jawetz et al. 2000).

S. aureus pode ser distinguido de Staphylococcus epidermidis (nao patogénico),
através da reacgao da coagulase. A primeira espécie & responsavel pela producao da
coagulase, uma proteina semelhante a enzima que coagula o plasma oxalatado ou
citrado na presenca de um factor contido em muitos soros, enquanto Staphylococcus

epidermidis ndo produz a enzima coagulase (Jawetz et al. 2000).

Uma vez identificadas as colonias de Staphylococcus aureus, fez-se em seguida o
antibiograma (teste de sensibilidade aos antibioticos) utilizando o método de Kirby-
Bauer (citado por Cassals e Pringler 1987) (Fig. 3). Todas as amostras foram

submetidas a avaliagdo da sensibilidade para o mesmo grupo de antibiodticos (vide

36).




3.6- DESCRIGAO DAS TECNICAS
PREPARACAO DO ESFREGAGO.

Preparagio do Esfregago a partir de uma amostra. )

« Coloca-se uma gota de soro fisiolégico na lamina microscopica e adiciona-se
uma gota da amostra. o
Mistura-se e distribui-se a suspensao de modo que se possa ler uma letra de
um livro através da suspensao.

. Passa-se a face inferior da lamina pela chama para se fixar o esfregago.

Preparagio de Esfregago a partir de uma colénia.

« Coloca-se uma gota do soro fisiolégico na lamina microscopica.

¢ Pica-se a colénia com uma ansa esterilizada e retira-se uma pequena amostra
que é colocada na lamina. '
Mistura-se e distribui-se a suspensdo de modo que se possa ler uma letra de
um livro através da suspensao.

« Passa-se a face inferior da lamina pela chama para se fixar o esfregago.

Técnica de Gram (modificagao de Hucker)

1. Cobre-se a lamina com corante cristal violeta e deixa-se actuar cerca de 60
segundos.

2 Retira-se o excesso de corante e, mantendo a lamina em posigéo obliqua, passa-
se por agua corrente com cuidado, para remover o corante excedente.




3. Cobre-se a lamina com solugio iodada e deixa-se actuar o iodo durante cerca de

. 60 segundos e depois passa-se por agua corrente.

4. Cobre-se com alcool absoluto e renova-se, de um e outro lado da lamina, até_que
esta fique incolor (durante 30 segundos), o que se observa facilmente colocando a
ldmina contra um fundo branco. Lava-se com agua corrente.

5. Aplica-se o corante de contraste (vermelho de safranina) durante 60 segundos.

6. Lava-se com agua corrente e seca-se a lamina ao ar seco.

Gram(+) Coloragdo purpura azulada.
Gram(-) Coloracéo vermelha.




. Observa-se ao microscépio

"

. {a) (b)
Fig. 2- Observagdo em microscopia optica de cocos Gram positivos () e bacilos

Gram negativos (8).

FERMENTAGAO DE MANITOL

hY

1. Inocula-se a placa com manitol Salt Agar com o microrganismo a testar e
deixa-se a incubar durante 18 a 24 horas.
2. Observa-se a mudanga da cor.
Inclui-se o ensaio controlo.
(+) Mudanga da cor vermelha para cor amarela

(-) Se permanece vermelha.

REACGAO DE CATALASE

Catalase em tubo
o Coloca-se 0,5ml de éi;ua oxigenada num tubo de ensaic pequeno.
e« Com um palito de madeira pica-se a col6nia de teste e coloca-se no tubo.
o Observa-se a produgao de bothas.
Inclui-se o ensaio controlo.
Catalase (+). S.aureus
Catalase (-) Streptococcus B-hemolitico.




REACGAO DE COAGULASE

Coagulase em tubo.
* Inocula-se uma colénia de teste num frasco com caldo nutritivo (Anexo i) e
incuba-se a 37 °C durante 24 horas. .
= No dia seguinte, preparam-se 2 ml de uma solugéo a 10% de plasma humano
citrado em soro fisiolégico (1.8ml de soro fisiolégico+0.2ml de plasma humano
citrado num tubo de ensaio esterilizado). .
= Com uma pipeta, adicionam-se 5 gotas da cultura em caldo nutritivo a solugéo
diluida de plasma. Agita-se o tubo e incuba-se a 37 °C. Ao fim de 4 horas
inclina-ée o tubo para verificagdo de coagulagao (sem mexer violentemente).
Se ao fim de 24 horas nao ha formagdo de coagulo, deixa-se o tubo a
temperatura ambiente até ao dia seguinte e verifica-se novamente a formagao
do coagulo.
(+)- S. aureus.

(-)- S. epidermidis.

ANTIBIOGRAMA

O antibiograma visava correlacionar a sensibilidade “in vitro” do micorganismo a uma
concentragdo atingivel clinicamente, através da incorporagao do antimicrobiano num
meio de cultura e observagdo da ocorréncia ou nao da inibi¢do do crescimento do

microrganismo (Youmans et al.,1983).

As provas de sensibilidade aos antibiéticos foram efectuadas em agar de Mueller-
Hinton (Oxoid) recomendado por Food and Drug Administration (F.D.A) e National
Comittee for Clinical Laboratory Standards (N.C.C.L.S), com uma colec¢édo
apropriada de antibioticos. Usou-se o método padronizado de Kirby-Bauer, em que se
compara a turvagdo da suspensdo do microrganismo com a solugdo de Sulfato de
Bario correspondente a 0.5 da escala de Mac-Farland (Cassals e Pringler,1887, Cook




e Amico, 1992 e Alcantara et al.,1996), que se executa da seguinte maneira:

1. Identificam-se as caixas de Petri com agar de Mueller-Hinton.

2. Pica-se uma col6nia a testar com uma ansa e inocula-se num frasco com 3ml.
de caldo nutritivo , mistura-se bem para se conseguir uma suspensao
homogenea. )

. Incuba-se até que a turvagdo no frasco onde se inoculou a colonia a testar -
seja idéntica a do frasco com a concentragao de 0.5 da escala de Mac-Farland

. Molha-se uma zaragatoa estéril na suspensdo do microrganismo no caldo
nutritivo. L

. Retira-se a zaragatoa bressionando-a contra a parede do frasco, de forma a
retirar o excesso de liquido. .

. Inocula-se uniformemente, com a zaragatoa, toda a superficie da placa com
agar de Mueller-Hinton e aguarda-se 5 minutos.

. Aplicam-se assepticamente os discos de antibiéticos de forma que cada caixa
de Petri tenha no maximo, 6 discos dos antibiéticos seleccionados.

‘8. Registam-se 0s antibidticos utilizados, usando para o efeito os cédigos
correspondentes.

9. Incubam-se as caixas inoculadas a 35°C durante 18 horas.

10.Medem-se, com uma régua, os didmetros das zonas de inibigdo de cada
antibiético.

11.Classifica-se a reac¢ao das bactérias a cada antibiotico (Vide Fig 3.)

(Anexo V).




Fig. 3- Imagens de alguns dos antibiogramas obtidos, onde a letra S- evidencia a
presenca de um halo de inibicac e considera-se sensivel, a letra R-ndo ha presenga

. do halo de inibigao e significa resistente e por dltimo a letra |- com presenca de um
halo intermédio e considera-se resisténcia intermédia.
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4- ANALISE ESTATISTICA

O processamento de dados foi feito no programa estatistico Epi Info, vers&o 6.04,
tendo para o efeito, sido utilizado o teste Chi-quadrado para inferir a segnificancia do

padrao de sensibilidade do S. aureus aos antibiéticos selecionados (vide anexo VI).

5- RESULTADOS

Foram processadas 170 amostras, das quais 105 provenientes do SUR, 48 amostras
dos Servicos de Cirurgia Pediatrica e 17 amostras provenientes de diferentes
servicos do HCM (vide Fig.4)
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Do total de amostras processadas, 101/170 (59%) estirpes foram isoladas e

identificadas como S. aureus (vide Fig.5)
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Fig.5- Estirpes de Staphylococcus aureus isoladas.




Nas restantes amostras, 16 estirpes foram identificadas como Streptococcus sp., 6
estirpes-Escherichia cofi, 5 estirpes-Staphylococcus sp., 3 estirpes-Kiebsiella sp. e 1

estirpe como Proteus sp.(vide Fig.6 )
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Das amostras analizadas, 54/101 (53%) das estirpes de S. aureus provieram de pacientes
do sexo Masculino e 47/101 (47 %) do sexo Feminino (vide Fig.7).
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Fig.7 Isolamento do S. aureus por sexo
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A distribuicdo das infecctes supurativas da pele, causadas pelo S. aureus por grupos etarios
esta ilustrada na Fig. 8. Contudo em 19 doentes dos 101 com infec¢Bes causadas por S.
aureus, nao foi feito o registo da respectiva idade. Encontramos diferencas estatisticamente
significativas das infeccdes supurativas da pele (p<0.05), no grupo etario dos 0 acs 5 anos
de idade em relagdo aos restantes grupos etarios (Anexo V). E de salientar que o0s
individuos cuja idade nao foi registada (19), no foram incluidos no calculo estatistico.

Fig 8- Distribuicdo das infecgbes estafilocdcicas por grupos etéarios.




Os abcessos constituiram o tipo de manifestagao clinica mais frequente, com 86
casos, seguida do fleimao com 10 casos e as piomiosites com 7 casos , aos restantes

casos nao foi feita a caracterizagéo do tipo de leséo {vide Fig. 9).
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Fig.9 -Manifestagoes clinicas das infecgoes da pele




Foi feita a avaliagdo do padrao de sensibilidade do S. aureus a diferentes tipos de
antibidticos utilizados de uma forma geral, no tratamento de infecgdes estafilocécicas;

o numero de estirpes sensiveis a cada um dos antibiéticos selecionados para o

estudo encontra-se representado na Fig. 10.
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6- DISCUSSAO

Neste estudo foram processadas amostras de secreg@o purulenta provenientes de
170 doentes, numero relativamente abaixo do que fora inicialmente previsto
(N=200), tal facto deveu-se em parte a chegada tardia do material necessario para
o estudo e a reduzida afluéncia dos doentes com infecges suspeitas de serem
causadas por S. aureus, principalmente no ultimo periodo (Maio/01) deste estudo.

E de salientar que a época do ano (Margo-Maio) em que o estudo foi realizado ndo
é\%e maior ocorréncia de infecgbes causadas por S. aureus. Com efeito, parece
existir uma variagao sazonal na frequéncia de infecgoes supurativas da pele,
aumentando estas, na epoca quente ey diminuindo na época fria,como vem

referido no Gilligan et al.(1992).

A maior parte das amostras (62%), foram enviadas a partir dos Servigos de
Urgéncia de Cirurgia —SUR ( vide Fig. 4)5Ha realidade a grande maioria dos
doentes corﬁ infeccdes do tipo abcesso, fleimao ou piomiosite & orientada
directamente para o SUR do HCM, onde normalmente ¢ feita a drenagem das
supuragdes g posteriormente\%atamento com antibiéticos e em seguida os doentes
tém alta hospitalar. Contudo, as criangas s&o normalmente internadas na
enfermaria de Cirurgia Pediatrica, sendo depois feito o tratamento adequado

conforme 0s casos.

A frequéncia de infeccoes estafilococicas (59%) foi relativamente elevada no grupo
estudado (vide Fig.5) o que reflecte provavelmente uma alta g_if\ugo do S. aureus
na populagao. Ko Pimag &S

A Fig. 7 demonstra que para além do S. aureus, outras bactérias estao implicadas
nas infecgbes supurativas da pele, principaimente especies do género
Streptococcus, no entanto, o isolamento de outras bactérias (Escherichia coli,




Klebsiella sp. e Proteus sp) podera ser o resultado de uma eventual contaminagao

dos doentes.

Nio existe uma diferencga significativa (p>0.05) entre Mulheres e Homens no que
se refere.a prevaléncia de infecgdes causadas por S. aureus (vide Fig.8) pelo facto
de ambos 0s grupos se encontrarem expostos aos mesmos factores de risco de

contaminagao.

Existem diferengas estatisticamente significativas em termos de distribuigdo das
infecgbes estafilococicas pelos diferentes grupos etarios (p<0.05), sendo as
criangas com menos de 5 anos de idade,,o grupo que apresenta maior frequéncia
de infeccoes da pele (vide Fig. 9), pelo facto de estar mais exposto a
contaminacio e possuir menor resisténcia as infeccdes, tal como vem referido no

MISAU (1983).

A manifestacéo clinica mais frequente das infecgdes estafilococicas da pele foi o
abcesso (50,6%), seguido do fleim&o. Na realidade, as infecgbes supurativas dos
tecidos moles tendem a formar colecges localizadas de pus. No entanto em 67
(39.4%) dos doentes nao foi registado o tipo de lesdo que estes apresentavam

{vide Fig. 10).

Através de uma tabela de contigéncia 2x2 entre o resultado do isolamento do
S.aureus e a coloragdo de Gram (Anexo VII), foi calculada a sensibilidade do
método de Gram (98%) e o valor predictivo positive do mesmo (VPP), no
diagnéstico de uma infecgéo supurativa de etiologia estafilocécica (VPP= 77,1%)
(vide anexo VII). Estes resultados, constituem um bom indicador para realizagao
da coloragao de Gram, como um teste relevante em Unidades Sanitarias onde néo

existem condigbes técnicas para cultura e posterior identificagdo do S. aureus.

A avaliagdo do padrao de sensibilidade do S. aureus aos diferentes ftipos de
antibidticos, revelou que esta bactéria apresenta maior sensibilidade & Cefuroxima,
seguida da Gentamicina, Cloranfenicol e Meticilina respectivamente ( vide Fig. 11).
A elevada sensibilidade do S. aureus ao grupo de antibidticos referidos, podera ser
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devido ao facto do alto seu custo restringir a utilizagdo massiva dos mesmos. Por
outro lado, a via de administracéo injectavel (Gentamicina) limita o seu uso de uma
forma geral, &s unidades sanitarias. Este facto € de particular importancia, uma
vez que uma das causas fundamentais da emergéncia de estirpes resistentes
reside no facto da utilizagao nao racional dos antibioticos.

Em relagdo a Eritromicina, representante da classe dos macrolideos, uma elevada
percentagem de estirpes de S. aureus mostrou uma resisténcia intermedia,
resultado este nao esperado, porque de acordo com a literatura, este antibiotico
apresenta boa actividade antimicrobiana (Youmans et al.1983). Segundo o
mesmo autor, estudos sobre resisténcia bacteriana & Eritromicina nao
conseguiram demonstrar evidéncias de que as bactérias possam alterar

enzimaticamente a estrutura do antibiético.

Os resultados do teste de sensibilidade aos antibiéticos demonstram que S.
aureus apresenta resisténcia acentuada a Ampicilina e & Penicilina G (vide Fig.
12). Tal situagéo resulta, provavelmente, da utilizagao indiscriminada e massiva
da Ampicilina e Penicilina G, cuja venda néo licenciada, e nao devidamente

controlada, é feita no mercado informal.

O teste Chi-quadrado mostrou que os resuitados do antibiograma sao
significativos para todos os antibi¢ticos selecionados para o efeito, com p<0.005
(vide anexo V), exceptuando-se a Tetraciclina, cujos resultados nao sao
significativos.( X*=1.3 e p=0.52205).

O mundo estd actualmente preocupado com o surgimento e alastramento de
estirpes de S. aureus com resisténcia a muitos antibioticos e em especial a
Meticilina (Murray et al.1995 e Calda et al.1999). As estirpes envolvidas neste
estudo sio na sua maioria sensiveis a este antibiético apesar da rapidez com que
os microrganismos adquirem resisténcia aos agentes antimicrobianos. No entanto,
algumas destas estirpes parecem ser ORSA.

Neste estudo, muitas estirpes de S. aureus foram sensiveis a maior parte dos.
antibidticos selecionados para o efeito, no entanto ha que ter em conta que estes
microrganismos desenvolvem resisténcia medicamentosa muito rapidamente. £}
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gendo assim} ha uma necessidade de se efectuarem estudos regulares e mais
consistentes (melhor caracterizagdo do grupo de doentes) que possam permitir, &«
por um Iadojconhecer a etiologia e prevaléncia das infec¢des supurativas da pele,
mas por outro Iado, saber o padrdao de sensibilidade dos microrganismos aos
antibiéticos, 0 que permitirda uma orientagdo clinica e um tratamento adequado e
eficaz dos pacientes.




7- CONCLUSOES

d)wwlﬁ-
Os resultados do estudo demonstraram que existe uma atta frequéncia de
infecgbes por Staphylococcus aureus na populagéo estudada.

A Cefuroxima, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Gentamicina e Meticilina sé&o os
antibiéticos para os quais as estirpes de S. aureus apresentaram maior

sensibilidade.

Os antibiéticos como a Penicilina e Ampicilina (que sdo de maior disponibilidade e
utilizagdo massiva pela populag¢do) sdc os que apresentam maior indice de
resisténcia por parte das estirpes de S. aureus .

Os abcessos constituiram a manifestagdo clinica predominante das infecgbes

supurativas da pele.

De acordo com os resultados do presente estudo, conclui-se que algumas das
estirpes isoladas s&o do tipo ORSA (Staphylococcus aureus resistente a

Oxacilina).




8- RECOMENDAGOES
Devido a variacdo sazonal das infecgdes supurativas da pele, recomenda-se que
estudos semelhantes sejam efectuados na época quente.

O padrdo de sensibilidade dos microrganismos aos antibioticos e grandemente
influenciado pela forma como estes sdo utilizados num determinado hospital ou
mesmo numa determinada regido geografica. Por isso, recomenda-se que
diferentes hospitais e outras unidades sanitarias fagam avaliagfes periédicas do
padrao de sensibilidade aos antibiéticos.

Recomenda-se igualmente que em futuros trabalhos similares, se faga a avaliagao
do Padrao de sensibilidade, tendo em conta a concentragdo minima inibitéria
(C.M.1) o gue permitira uma melhor caracterizapéﬁ do padr% de sensibilidade das

estirpes isoladas.

Com este estudo espero que os médicos e outros profissionais de saude fiquem
alertados sobre os niveis emergentes de resisténcia de S. aureus aos antibidticos
e ainda sobre a necessidade da utilizagéo racional dos mesmos.

Finalmente, sugerimos a criagdo de uma base de dados que possa ser utilizada
em futuros programas de controle de infecgdes e monitorizagao da sensibilidade a
antibioticos.
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Anexo |
1°- Agar sangue

a) Descrigao.
O Agar sangue ¢ um meio de cultura enriquecido, utiliza-se na cultura de bacterias
fastidiosas (as que precisam de muitos factores de crescimento) e para visualizar as

reacgoes hemoliticas.

b) Reagentes e vidraria necessaria

" Blood Agar Base.
Sangue completo esteril
Placas de petri de 10 cm de diametro
Balao de 1000 mi.
Proveta de 1000 ml esterilizada.
Proveta de 500 ml.

c) Preparacao de 15 placas de Agar sangue.

1- Pesam-se 20 g de Blood Agar Base.

2- Poe-se 465 ml de H,0O destitada num baldo de 1000 ml e adiciona-se o p6 do meio
ja pesado. |

3- Aquece-se a suspensao, agitand&-se frequentemente até ferver,

_4- Esteriliza-se o meio no autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

5- Deixa-se o meio arrefecer até 50 °C.

6- Adicionam-se 35 mi de sangue completo ao meio basico ja arrefecido e mistura-se
0 meio rodando cuidadosamente o balao evitando a produgéo de bolhas.

7- Distribui-se o meio em placas de petri estéreis do modo que o meio tenha uma

profundidade de 4mm.(=~33 ml por cada placa)

. 8- Guardam-se as placas num saco plastico rotulado com.a_data da preparacéo.

d) Consumo de reagentes

Blood Agar Base (500 g) para aproximadamente 375 placas

(




2°- Agar Chocolate

a) Descricéo.

O Agar Chocolate é um meio de cultura enriquecido, utiliza-se na cultura de bacterias
fastidiosas (as que precisam de muitos factores de crescimento) e para visualizar as
reacgdes hemoliticas. .

b) Reagentes e vidraria necessaria
Blood Agar Base (Oxoid).
Sangue completo esteril
Placas de petri de 10 cm de diémet_ro
Baldo de 1000 ml.
Proveta de 1000 ml esterilizada.
Proveta de 500 ml.
¢) Preparacéo de 15 placas de Agar sangue.
1- Pesam-se 23 g de Brain infusion Agar .
2- Poe-se 450 ml de H,O destilada num balao de 1000 ml e adiciona-se o pé do meio

ja pesado.

3- Aquece-se a suspenséo, agitando-se frequentemente até ferver,

4- Esteriliza-se o meio no autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

5- Deixa-se o meio arrefecer até 80 °C em banho maria.

6- Adicionam-se 50 ml de saﬁgue completo ao meio basico ja arrefecido e mistura-se
0 meio rodando cuidadosamente o baldo evitando a produgéo de bolhas.

7- Distribui-se o meio em placas de petri estéreis do modo que o meio tenha uma
profundidade de 4mm.(~33 ml por cada placa)

8- Guardam-se as placas num saco plastico rotulado com a data da preparagao.

d) Consumo de reagentes
Brain Heart infusion Agar (500 g) para aproximadamente 373 placas -




3°- Manito! Salt Agar.

a) Descrigao.
O Manitol Sat Agar & um meio de cultura usado para identificar espécies bacterianas
que sdo capazes de crescer em meios com elevada concentracéo de Cloreto de

Sédio e que fermentam o manitol, como € o cas;o de Staphylococcus aureus.

b) Reagentes e vidrarié necessaria
Manitol Salt Agar . .
Placas de petri de 10 cm de diametro
Balao de 1000 mi.

Proveta de 1000 ml esterilizada.
Proveta de 500 ml.

c) Preparagéo de ~33 placas'de Manitot Salt Agar .

1- Pesam-se 55.5 g de Manitol Salt Agar.

2. Pée-se 500 mi de H,O destilada num baldo de 1000 mi e adiciona-se o po6 do meio
ja pesado.

3- Aquece-se a suspensao, agitando-se frequentemente até ferver,

4- Esteriliza-se 0 meio no autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

5- Deixa-se o meio arrefecer até 50 °C.

6- Distribui-se 0 meio em placas de petri estéreis do modo que o meio tenha uma
profundidade de 4mm.(~33 ml por cada placa)

7- Guardam-se as placas num saco plastico rotulado com a data da preparagao.

d) Consumo de reagentes
Manitol Salt Agar (500 g) para aproximadamente 594 placas




4°- Caldo nutritivo

a) Descrigéo
O Caldo nutritivo & um meio liquido, basico que para além de outras finalidades &

utilizado para as provas de coagulase.

b) Reagentes e vidraria necessaria.
Nutrient broth. (Oxoid).

‘Tubos de ensaio.

Baldo de 100 ml.
Proveta de 100 ml.

¢) Preparagao do meio.

1- Pesam-se 0.8.g de Nutriente Broth num papel.

2- Pée-se 60 m! de agua destilada num baldo de 100 mi e adiciona-se o po ja
pesado. A

3- Aquece-se o meio ate dissolver.

4- Distribui-se aproxidamente 3 ml de meio em tubos de ensaio.

5- Esterilizam-se os tubos com meio no autoclave a 121 °C durante 15 minutos com
as tampas.dos tubos ligeiramente abertas.

6-‘Fecham-se as tampas dos tubos antes do arrefecimento completo dos tubos.

7- Conservam-se na geleira a 2-5°C

d) Consumo de reagentes
Nutriente Broth (500 g) para aproximadamente 12500 tubos de ensaios.




5°- Agar de Mueller-Hinton

a) Descrigdo.
O Agar de Mueller-Hinton € um meio geral, utilizado na maioria dos testes de

sensibilidade a antibiéticos.

b) Reagentes e vidraria necesséria
Mueller-Hinton Agar (Oxoid).
Placas de petri de 10 cm de diametro
Baldode 1000 ml.
Proveta de 500 mi.

c) Préparagéo de 15 placas de Agar de Mueller-Hinton.
1- Pesam-se 17.5 g de Mueller-Hinton Agar num papel.
2- Deita-se 500 ml de H,O destilada num baldo de 1000 m! e adiciona-se o po do
meio ja pesado.

3- Aguece-se a suspensao agitando se frequentemente até ferver.

4- Esteriliza-se o meio de cultura no autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

5- Deixa-se o meio arrefercer até a 50 °C.

6- Distribui-se o meio em placas de Petri estereis de modo que o meio tenha uma
profundidade de 4 mm(=~33 ml por cada placa).

A}

7- Guardam-se as placas num saco plastico rotulado com a data da preparacao.

d) Consumo de reagentes
Mueller-Hinton Agar (500 g) para aproximadamente 430 placas
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Anexo Il

Y

QQ UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE

. FACULDADE DE MEDICINA / FACULDADE DE CIENCIAS

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DA FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA DO HOSPITAL CENTRAL DE MAPUTO

Estudo ligado a avaliagdo do padrio de sensibilidade do Staphyiococcus
aureus.

Ficha N°- Data / { 01

NID :
Nome
Sexo: Masculino_]  Feminino[ | Idade AlM

Cama N°- (se hospitalizado)
Servigo: Cirurgia Pediatrica[ |

Residéncia:

Diagnéstico Clinico: Abcesso nao fistulizado [ ] Fleimao [_]  Piomiosite [ ]
Fez tratamento prévio com antibiéticos: Sim[—]  Nao [ ]

Se Sim especifique: Penicilina[—]  Ampicilina[_] Tetraciclina[ ]

Cotrimoxazol|:] Outros Oral[:] IV|:| M E]

Ha guanto tempo:

Hora de colheita da amostra: H Min

O Clinico

(Ass. Legivel)




Anexo [l continuagéo. |
QQ UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE

FACULDADE DE MEDICINA / FACULDADE DE CIENCIAS
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DA FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA DO HOSPITAL CENTRAL DE MAPUTO

Estudo ligado a avaliagio do padrio de sensibilidade do Staphylococcus
aureus. : ‘

Ficha N°-__ Data___/ /01
NID : N° Registo-SUR

Nome

Sexo: Masculino[ |  Feminino [_] Idade AIM

—

Cama N°- (se hospitalizado)
Servigo: Cirurgia Pediatrica[ | Cirurgia Il ("] Cirurgia Il [ ]

Residéncia:

Diagnéstico Clinico: Abcesso nao fistulizado ]  Fleimao [ ]  Piomiosite ]
Fez tratamento prévio com antibiéticos: Sim[ ] Nao [ ]
Se Sim especifique: Penicilina] ]  Ampicilina ] Tetraciclina[_]

Cotrimoxazol|:] QOutros Oraq:] IV|:] M |:|

Ha quanto tempo:

Hora de colheita da amostra: H Min

O Clinico

(Ass. legivel)
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Anexo il
Ficha N°-

Resultados Laboratoriais

Exame directo

Bactérias: Presentes __ Ausentes_ .
Coloragao de Gram. Positiva___ Negativa___
Morfologia

Observagdes

Cultura

Nao houve crescimento

Meios de Cultura Houve crescimento
Agar Sangue '

Manitol Salt Agar

Agar Chocolate

Caracterizagdo das coldnias :
Cor:

Morfologia:

Provas de Identificagao

Fermentagio de Manitol
Positiva Negativa

Reacgao de Catalase

Catalase Positiva Catalase Negativa

Reacgao de Coagulase

Coagulase Positiva Coagulase Negativa

Diagnéstico Microbioldgico:
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Anexo IV
Antibiograma

Resultados do teste de Sensibilidade aos antibi6ticos

Resistente

Antibiético Concentragio intermédio Sensivel
do disco

Ampicilina 10pg

Cefalotina - 5ug

. {

Cefuroxima 30ug

Ciprofloxacina | 5ug

Cloranfenicol | 30pg

Eritromicina 10ug

Gentamicina 10ug

Meticilina Sug

Oxacilina 1ug

Penicilina G 10 Units

Tetraciclina 10pg
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