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RESUMO

PROCOPIO, Stefania Werneck. Prevaléncia de Staphylococcus aureus na
cavidade bucal de pacientes pediatricos hospitalizados. Rio de Janeiro,
2018. Dissertacdo de Mestrado em Odontologia — Area de concentrag&o:
Odontopediatria — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O objetivo desse estudo foi avaliar a prevaléncia de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) na cavidade oral de
pacientes hospitalizados em uma unidade de terapia intensiva (UTI). Foram
selecionados 30 pacientes na UTI (grupo I) e 30 pacientes saudaveis (grupo lIl),
com idade entre 1 e 12 anos, pareados por sexo e idade. Inicialmente, foram
realizadas coletas de dados médicos e exames intra e extra-orais. Em seguida,
foram coletados espécimes clinicos (swab bucal, swab de narina e biofilme
supragengival) de ambos o0s grupos para verificar a presenca de
Staphylococcus aureus. A identificacdo ocorreu pelo crescimento no caldo de
soja Tryptic com 7,5% de NaCl durante 48 h, crescimento em agar de sal de
Mannitol, coloracdo de Gram, teste de catalase e coagulase. As amostras
positivas de S.aureus foram submetidas ao antibiograma para avaliacdo da
susceptibilidade a antibiéticos. Os resultados foram analisados estatisticamente
através do SPSS versdo 20.0 e comparados por meio dos testes do Qui-
quadrado, Teste de Fisher e Mann-Whitney. O valor de 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Apenas 36,7% dos pacientes na UTI realizavam
higiene bucal durante o periodo de hospitalizacdo e mais de 40% dos pacientes
hospitalizados em UTI apresentavam biofilme espesso. A prevaléncia de S.
aureus foi de 22,5% e 20,4% para UTI e grupo controle, respectivamente. Nove
amostras de boca (30%), 6 amostras de narina (20%) e 3 amostras de biofilme
(15%) do grupo UTI foram consideradas S. aureus positivo. No grupo de
controle, 6 amostras de boca (20%), 5 amostras de narina (16,7%) e 7 de
biofilme (25%) foram positivas. Nas 36 amostras positivas de S. aureus, 44,4%
(16) foram consideradas MRSA, sendo 62,5% (10) no grupo | e 37,5% (6) no
grupo Il. Essa diferenca foi estatisticamente significante (p = 0.032, teste de
Fisher). Ndo foram observadas correlacdes entre sua prevaléncia e razédo e
tempo de internacdo. Todas as amostras de MRSA dos dois grupos
apresentaram resisténcia a penicilina G. No grupo |, duas amostras de MRSA
foram resistentes a todos os antibioticos, inclusive a vancomicina, nove foram
resistentes a eritromicina e sete a clindamicina. No grupo I, duas amostras de
MRSA foram resistentes a eritromicina e duas a clindamicina. Dessa forma,
conclui-se que o0s pacientes internados em UTI apresentam uma maior
prevaléncia de MRSA, entretanto ndo houve correlacéo entre essa prevaléncia
e a histdria médica dos pacientes.

Palavras chave: Staphylococcus aureus, Unidades de terapia intensiva,
crianga, Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina.



ABSTRACT

PROCOPIO, Stefania Werneck. Prevaléncia de Staphylococcus aureus na
cavidade bucal de pacientes pediatricos hospitalizados. Rio de Janeiro,
2018. Dissertacdo de Mestrado em Odontologia — Area de concentragio:
Odontopediatria — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

The aim of this study was to evaluate the prevalence of Staphylococcus aureus
and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in the oral cavity of
patients in an intensive care unit (ICU). We selected 30 patients in the ICU
(group 1) and 30 healthy patients (group 1l), aged between 1 and 12 years,
matched by sex and age. Initially, medical data collection and intra- and extra-
oral examinations were performed. Then, clinical specimens (buccal swab,
nostril swab and supragingival biofilm) were collected from both groups to verify
the presence of Staphylococcus aureus. ldentification occurred by growth in
Tryptic soy broth with 7.5% NacCl for 48 h, growth on Mannitol salt agar, Gram
staining, catalase test and coagulase. The S.aureus positive samples were
submitted to the antibiogram for evaluation of susceptibility to antibiotics. The
results were analyzed statistically through SPSS version 20.0 and compared
using the Chi-square test, Fisher's test and Mann-Whitney test. The value of
0.05 was considered statistically significant. Only 36.7% of the patients in the
ICU performed oral hygiene during the hospitalization period and more than
40% of patients hospitalized in ICU had thick biofilm. The prevalence of S.
aureus was 22.5% and 20.4% for ICU and control group, respectively. Nine
mouth samples (30%), 6 nostril samples (20%) and 3 biofilm samples (15%) of
the ICU group were considered S. aureus positive. In the control group, 6 mouth
samples (20%), 5 nostril samples (16.7%) and 7 biofilm samples (25%) were
positive. In the 36 positive S. aureus samples, 44.4% (16) were considered
MRSA, 62.5% (10) in group | and 37.5% (6) in group II. This difference was
statistically significant (p = 0.032, Fisher's test). No correlation was observed
between its prevalence and reason and time of hospitalization. All MRSA
samples from both groups showed resistance to penicillin G. In group [, two
samples of MRSA were resistant to all antibiotics, including vancomycin, nine
were resistant to erythromycin and seven to clindamycin. In group I, two
samples of MRSA were resistant to erythromycin and two to clindamycin. Thus,
we conclude that ICU patients present a higher prevalence of MRSA, but there
was no correlation between this prevalence and the medical history of the
patients.

Key-words: Staphylococcus aureus, Intensive Care Units, Child, Methicillin-

Resistant Staphylococcus aureus
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1 INTRODUCAO

A promocéo de saude bucal em ambiente hospitalar visa a assisténcia
integral e mais humanizada do paciente hospitalizado, com o objetivo de
proporcionar conhecimento e/ou motivar 0os pacientes e seus acompanhantes
na geracdo de bons habitos (MATTEVI et al.,, 2011). Muitas vezes, esses
pacientes encontram-se dependentes de cuidados médicos especiais, fato que
pode impossibilitar a manutencdo de uma higiene bucal adequada (RABELO,
QUEIROZ e SANTOS, 2010; LIMA et al., 2011).

A auséncia de atencdo com a saude bucal pode gerar um aumento na
quantidade e complexidade do biofilme dentario (ARAUJO et al., 2009), o que
pode interferir na condicao sistémica do paciente. Isso porque a cavidade bucal
€ um importante reservatorio de microrganismos, compreendendo cerca de 700
espécies de bactérias, fungos e protozoarios, incluindo espécies orais
residentes e importantes patdégenos como Pseudomonas spp, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus e Candida spp (MORAIS et al., 2006;
ZUANAZZI et al.,, 2009; MAHMOUDABADI et al.,, 2015; DA COLLINA et al.,
2017).

O S. aureus é considerado um patdgeno humano oportunista,
frequentemente associado a infec¢gbes adquiridas na comunidade e no
ambiente hospitalar. As infec¢cdes mais comuns envolvem o tecido epitelial
(celulite, impetigo) e feridas em sitios diversos (ANVISA, 2017). Esse
microrganismo faz parte da microbiota transitoria da pele em até um tergo da
populacdo em geral, tendo como principais reservatorios os sitios vestibulo
nasal (35%) e a regiao perineal (20%), além das regides umbilical e axilar (5%
a 10%) (CAVALCANTI et al., 2006).

A despeito do reconhecimento dos estafilococos como patdgenos de
importancia meédica ha muitos anos, a presenca desses microrganismos como
componentes da microbiota anfibidntica bucal € ainda uma questao controversa

e pouco explorada. Assim, surpreendentemente, estudos sobre a distribuicéo
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dos estafilococos na boca sdo pouco explorados, em populacdo saudavel ou
sistemicamente debilitada. Porém, a literatura fornece evidéncias de que os S.
aureus podem ser isolados, com certa frequéncia, da cavidade bucal de grupos
particulares de pacientes, como criancas (MIYAKE et al, 1991) e portadores de
doencas sistémica (JOBINS et al., 1992). Assim, parece claro que a cavidade
bucal pode representar um reservatorio pobremente reconhecido de cepas de
estafilococos e que, sob condi¢cdes apropriadas, pode favorecer a instalacéo de
doencas localizadas ou sistémicas. Além disso, através da infeccdo cruzada,
sobretudo em ambientes hospitalares, esta bactéria pode se disseminar e
contaminar outros sitios corporais e outros pacientes (SMITH, JACKSON e
BAGG, 2001; SMITH et al., 2003).

Algumas infecc¢des por S. aureus sdo agudas, podendo disseminar para
diferentes tecidos e provocar focos metastaticos. Episddios mais graves, como
bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite e
meningite, também podem ocorrer e podem culminar em o6bito do paciente
(MATOUSKOVA e JANOUT, 2008; ANVISA, 2017). A pneumonia hospitalar,
também conhecida como pneumonia nosocomial ou infeccdo nosocomial, pode
ser definida como aquela que se instala apds 48 horas da internacdo do
paciente, e que nao estava presente ou incubada no momento da admissao
hospitalar. Ela é responséavel por 10% a 15% de todas as infec¢Bes adquiridas
em hospitais e de 20% a 50% dos 6bitos dos pacientes que a contraem
(MORAIS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; DA COLLINA et al., 2017).

O estabelecimento da pneumonia nosocomial ocorre a partir da invasao
de microrganismos no trato respiratério inferior, por meio da aspiracdo da
secrecdo presente na orofaringe, através da inalacdo de aerossois
contaminados, ou ainda por meio da disseminacdo hematogénica originada de
um foco a distancia. Dessa forma, o biofilme presente na superficie dos dentes
pode ser esse foco e, com isso, influenciar o inicio e a progressao da infeccéo.
Podendo, ainda, a saliva agir como um veiculo para que 0s microrganismos
alcancem os pulmdes (PEDREIRA et al., 2009; ZUANAZZI et al., 2009).

O individuo portador de S. aureus é o maior fator de risco para

desenvolvimento de infeccbes hospitalares e adquiridas na comunidade,
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exercendo papel chave na epidemiologia e na patogénese da infeccéo
(CAVALCANTI et al., 2006). Além do dano a saude do paciente, a pneumonia
nosocomial acarreta aumento significativo nos custos hospitalares (MORAIS et
al., 2006; OLIVEIRA et al.,, 2007). Portanto, pacientes internados, diante da
possibilidade de desenvolvimento de pneumonia hospitalar, podem representar
um grupo de alto risco ao desenvolvimento de infecgbes graves, se estes

estiverem colonizados por S. aureus na cavidade bucal.

Além da debilidade sistémica apresentada por pacientes internados, o
uso prévio ou concomitante de antibioticos de largo espectro pode representar
um importante fator de risco para o aumento das infeccbes no ambiente
hospitalar. Podem promover a reducao das bactérias protetoras, possibilitando
a selecdo, o crescimento e a colonizacdo de microrganismos patogénicos
resistentes e a propagacédo de infec¢cdes (SINGHI, REDDY e CHAKRABARTI,
2004; LOYOLA-RODRIGUEZ et al.,, 2017). Apesar do objetivo principal do
tratamento antimicrobiano ser o de evitar a continuidade da infecgao, reduzir a
inoculacdo bacteriana e limitar a propagacdo para os tecidos e orgaos
circundantes (LOYOLA-RODRIGUEZ et al., 2017), as infec¢cbes da cavidade
oral podem ser consideradas um importante problema de saulde publica, ja que
sdo a terceira causa de prescricdo antibitica, que juntamente com a
automedicacdo, sdo o0s principais fatores para o aumento no numero de

bactérias resistentes a antibioticos.

A resisténcia a mdultiplos farmacos tornou-se entdo uma importante
ameaca, que exige uma forca motriz para tentar erradica-la. A presenca do S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) faz com isso seja ainda mais
preocupante, sendo esse um importante agente patogénico das infeccdes
hospitalares (LOYOLA-RODRIGUEZ et al., 2017). MRSA é responsavel por um
grande numero de infec¢cdes em todo o mundo, ja que sua resisténcia a maioria
dos antibidticos B-lactamicos, como as penicilinas, macrolideos e
cefalosporinas, o torna um grande obstaculo ao tratamento clinico (XIA et al.,
2013). Sao considerados grupos de maior risco para colonizagcdo e posterior
infeccdo pelo MRSA o0s pacientes imunodeprimidos, expostos a

antibioticoterapia, portadores de doencas crbnicas, em uso de cateteres,
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idosos, pacientes com histérico de hospitalizacdo ou cirurgia e pessoas em

contato com pacientes colonizados ou infectados (CAVALCANTI et al., 2006).

Unidades de terapia intensiva (UTIs) representam a maior fonte de
infeccdo dentro do ambiente hospitalar. Entretanto, a maior parte dos estudos
até hoje realizados sdo em adultos, que por diferencas na idade, condi¢cdes
médicas, tipo e distribuicdo dos patdgenos, ndo podem ser extrapolados para a
populacdo pediatrica (LAKSHMI et al., 2006). Diante disso, torna-se necessario
conhecer, por meio de dados consistentes, a prevaléncia de S. aureus na
cavidade bucal dos pacientes pediatricos hospitalizados, bem como seu padréo
de resisténcia aos antibidticos, o que pode ajudar no tratamento e na
prevencao de possiveis infec¢cdes que venham a agravar a condicao sistémica
dos mesmos, 0 que levaria a uma piora no quadro de saude, ao aumento nos

dias de internacdo e ao aumento do risco de Obito destes pacientes.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a prevaléncia e o perfil de resisténcia de cepas de
Staphylococcus aureus isolados da cavidade bucal de pacientes pediatricos,

hospitalizados em UTI.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a prevaléncia e distribuicdo de S. aureus na cavidade bucal de
pacientes pediatricos hospitalizados em UTI, tendo como locais os sitios:
mucosa bucal e biofilme dentario.

- Comparar a prevaléncia e distribuicdo de S. aureus na cavidade bucal com as
narinas anteriores de pacientes pediatricos hospitalizados em UTI.

- Comparar a prevaléncia e distribuicdo de S. aureus na cavidade bucal e nas
narinas anteriores de pacientes pediatricos hospitalizados em UTI, com
pacientes clinicamente saudaveis.

- Caracterizar as cepas isoladas quanto ao perfil de susceptibilidade aos

diversos antimicrobianos utilizados na clinica médica.



25

3 DELINEAMENTO DA PESQUISA

3.1 Desenho do estudo

Este estudo observacional do tipo transversal foi conduzido no Hospital
Municipal Jesus, Rio de Janeiro, Brasil. As andlises laboratoriais foram
realizadas no Laboratorio de Biologia de Protistas do Instituto de Microbiologia
Geral Professor Paulo Goes (Departamento de Microbiologia Geral) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e no Laboratorio de Pesquisa Clinica,
Microbioldgica e Andlise Quimica (LabPECMA) do Instituto de Saude de Nova
Friburgo, da Universidade Federal Fluminense. Esse estudo possui aprovacao
prévia pelo Comité de ética da Secretaria Municipal de Salude do municipio do
Rio de Janeiro (CAAE: 54723716.2.3001.5279) — Anexo A. O Hospital
Municipal Jesus foi selecionado por ser um hospital pediatrico de referéncia no
Rio de Janeiro e atender as diversas especialidades pediatricas e com maior
namero de leitos em enfermarias e UTI pediatrica para atendimento hospitalar

de criancas.

3.2 Recrutamento dos participantes

A participacdo dos sujeitos na pesquisa foi voluntaria e todos os
responsaveis legais receberam esclarecimentos necessarios para a realizacéo
da pesquisa e assinaram previamente o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (Apéndice A). O termo de assentimento livre e esclarecido
também foi assinado por todas as criangcas que possuiam capacidade de
entendimento e que apresentavam condi¢cdes fisicas que possibilitavam a

assinatura (Apéndice B).

Foram incluidos no estudo, os pacientes que apresentavam idade entre
1 e 12 anos, tempo minimo de internacdo na UTI de 48h e a presenca do
responsavel legal no momento do exame. Foram excluidos do estudo os
pacientes que apresentaram situacdo clinica muito grave/instavel,
impossibilitando a realizacdo do exame clinico, bem como aqueles internados

para a realizacéo de cirurgias eletivas.
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O grupo controle foi pareado por idade e género. Foram incluidos nesse
grupo pacientes com auséncia de doenca cronica ou aguda, que estavam no

ambulatoério do hospital para realizacao de puericultura/consulta de rotina.

3.3 Tamanho da amostra

A amostra foi censitaria e para isso tomou-se por base a taxa de
ocupacdo mensal dos leitos, sendo 100% no Hospital Municipal Jesus. Diante
disso, foram examinados todos os pacientes internados por no minimo 48h na
Unidade de Terapia Intensiva desse hospital, durante o periodo de fevereiro a
novembro de 2017. A escolha pela amostra censitaria foi feita em razdo da

baixa rotatividade dos leitos.

3.4 Coleta dos dados e exames

A coleta de dados foi realizada através do preenchimento de uma ficha
de identificacdo (Apéndice C) e anotacdo dos dados obtidos da anamnese,
exame clinico extra e intrabucal e pesquisa aos prontuarios médicos. Além
disso, também foram anotadas informacdes a respeito de cuidados adotados
pela equipe de saude e/ou responsavel legal com relacdo aos habitos de

higiene bucal das criancas hospitalizadas.

Exames extra e intraorais foram realizados por um Unico examinador
previamente calibrado, com a crianca deitada no préprio leito, com auxilio de
espelho bucal, sonda exploradora, gaze e luz ambiente. O exame iniciou com a
palpacdo dos linfonodos em regido de cabeca e pescoco, atentando para
possiveis alteracdes de volume e consisténcia. Na regido peribucal foram
avaliadas alteracbes nas comissuras labiais, nariz, bochecha e regido
mentoniana. Para o exame intra bucal foram examinados sistematicamente:
labios, fundo de vestibulo, palato duro, palato mole, assoalho de boca, lingua,
mucosa jugal e gengivas. Ainda, o biofilme dentario foi avaliado para obtencéo
do indice de biofilme de acordo com os critérios de RIBEIRO et al. (2002),
assim como os elementos dentérios presentes para obtencdo dos indices de
carie (ceo/CPOD) (OMS, 1987).
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A historia médica (diagnostico, motivo da internacdo, tempo de
internacao, episédios de internacdo e uso de medicamentos) foi obtida atraves
da pesquisa aos prontuarios médicos dos respectivos pacientes.

3.4.1 Coleta dos espécimes clinicos

Os espécimes clinicos (narina, mucosa bucal e biofilme supragengival)
foram coletados por um Unico pesquisador, no periodo da manh&, com no
minimo 2h apés a refeicdo. Para a coleta na narina, foram realizados
esfregacos utilizando um SWAB® estéril. Para a mucosa bucal, esfregacos
foram realizados na lingua, bochechas, palato, assoalho da boca e mucosas
jugal, utilizando também um SWAB® estéril (CB Products Ind. e Com. LTDA).
Para coleta do biofilme supragengival foram utilizadas curetas dentinarias n°20
(Duflex®) estéreis, sobre a superficie dentaria vestibular (regido cervical), até
gue a mesma estivesse completamente preenchida. Todos os espécimes foram
colocados em tubos de ensaio estéreis individuais, com tampa, contendo 3mL
de caldo soja tripticaseina (Tryptic Soy Broth — TSB - BD™, Maryland, Estados
Unidos da Ameérica) e 7,5% de NaCl (caldo TSB salgado). Os tubos foram
identificados com o numero do paciente e origem da amostra. Todos 0s
espécimes clinicos coletados foram mantidos em um isopor com gelo seco e
transportados para o Laboratorio de Biologia de Protistas do Instituto de
Microbiologia Geral Professor Paulo Gées (UFRJ) em um intervalo maximo de

2 horas para armazenamento e para subsequentes analises.

Apbés os exames e a coleta dos espécimes clinicos, os cuidadores
receberam orientagdes quanto aos cuidados com a saude bucal das criancas.
Responsaveis das criangas que necessitavam de tratamento odontoldgico
foram orientados para se encaminhar a Clinica de Odontopediatria da FO-

UFRJ apos alta hospitalar.

3.5 Analises laboratoriais

No Laboratério de Biologia de Protistas do Instituto de Microbiologia
Geral Professor Paulo Goées (UFRJ), os tubos de ensaio contendo os

espécimes clinicos coletados foram levados ao vortex por 1 minuto a fim de
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soltar as células aderidas ao swab e para a solubilizacdo do biofilme. Apds,
foram incubados aerobicamente em estufa a 37°C por 48 horas. Passado esse
periodo, as amostras com crescimento (meio de cultura turvo) foram entédo
estocadas a —70°C em de glicerol estéril, para uma concentracéo final de 12%

(p/v), sendo que este foi usado para ajudar a manter a viabilidade das células.

3.5.1 Identificagdo das cepas

As amostras recebidas no LabPECMA (ISNF/UFF) foram semeadas em
caldo TSB e incubadas durante 18h, sob agitacdo de 250rpm, a 37°C. A seguir,
100uL da cultura foi semeada, através da técnica de esgotamento, na
superficie de um &gar manitol salgado (BD™, Maryland, Estados Unidos da
América), para a deteccdo de coldnias isoladas de S. aureus. As placas foram
incubadas a 37°C por 24h. Uma colbnia manitol positiva, com carateristica
morfologica de S. aureus, foi inoculada em um caldo TSB e a cultura incubada
a 37°C por 18h.

Em seguida, as amostras foram identificadas através dos procedimentos
laboratoriais de rotina, como coloracdo pelo método do gram, e andlise da

producao de catalase e coagulase.

COLORACAO DE GRAM

A partir das culturas foram feitos esfregacos, para andlise quanto a
classificagéo pelo método do Gram. Esse método permite diferenciar bactérias
com diferentes estruturas de parede celular a partir das colora¢cdes que estas
adquirem apos tratamento com agentes quimicos especificos. O método
consiste em tratar sucessivamente um esfregaco bacteriano, fixado pelo calor,
com os reagentes: cristal violeta, lugol, etanol e fucsina basica. As bactérias
que adquirem a coloracdo azul violeta sdo chamadas de Gram-positivas e
aguelas que adquirem a coloracdo vermelho sdo chamadas de Gram-
negativas. O procedimento consistiu em (i) Confeccionar o esfregaco; (ii) Corar
com cristal de violeta por 60 segundos; (i) Lavar com esguicho de agua

destilada; (iv) Cobrir com Lugol por 60 segundos; (v) Lavar com esguicho de
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agua destilada; (vi) Descorar com alcool a 95% durante 10-20 segundos; (vii)
Lavar com esguicho de agua destilada; (viii) Corar com fucsina por 20
segundos; (ix) Lavar com agua destilada, secar e observar ao microscoépio.

TESTE DE PRODUGCAO DA CATALASE

As amostras Gram-positivas foram submetidas ao teste da catalase. O
teste consiste na deteccdo de catalase em bactérias, servindo essencialmente
para a distincdo entre estafilococos e estreptococos. Uma gota de peréxido de
hidrogénio a 3% (v/v) foi depositada em uma lamina de microscépio; Em
seguida, uma alcada da amostra foi colocada sobre esta gota de peroxido de
hidrogénio; Foi observado entdo, o aparecimento de bolhas, sinal indicativo que
0 microrganismo é catalase-positivo (possui catalase, caso dos estafilococos),
a nao formacdo de bolhas indica que o microrganismo € catalase-negativo
(estreptococos). As bolhas sédo formadas pelo oxigénio molecular libertado na
reacdo da catalase com o peréxido de hidrogénio. As culturas catalase
positivas (com desprendimento ou formacao de bolhas) foram entdo analisadas
guanto ao teste da coagulase em tubo, as cepas catalase negativas foram

descartadas.

TESTE DA COAGULASE

Este teste tem a finalidade de verificar se 0 microrganismo produz a
enzima coagulase (ou fator aglutinante) livre e ligada, que, reagindo com um
fator plasmatico, forma um complexo que atua no fibrinogénio do plasma
formando a fibrina. Foi realizado com o Coagu-plasma (Laborclin, S&do Paulo-
SP) seguindo as normas do fabricante. As amostras, Gram e catalase
positivas, foram colocadas em meio TSB durante 24h, para se tornarem ativas.
Entdo, apds obter uma boa turvacéo, 0,5 ml do caldo com crescimento foram
adicionados a 0,5 mL de coagu-plasma hidratado em um tubo de ensaio estéril;
Os tubos foram ent&o incubados a 37°C, sendo suavemente inclinados a cada

30 minutos nas 4h iniciais, para observar a formacao de coagulo. As amostras
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em que nao houve a formacdo do coagulo permaneceram na estufa durante
24h. As amostras Gram, catalase e coagulase-positivas foram identificadas
presuntivamente como S. aureus e testadas para a susceptibilidade

antimicrobiana.

TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Para avaliacdo da susceptibilidade as drogas, foi utilizada a técnica de
difusdo em meio solido a partir de discos impregnados com antimicrobianos, de
acordo com as recomendacdes do Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute- CLSI (2016). A amostra classificada como S. aureus foi cultivada em
3mL de TSB por 24h a 37° C. A partir dessa cultura, foi preparado um inéculo
em salina estéril, com densidade semelhante ao tubo 0,5 da escala McFarland
(10® — 10° UFC/mL). O inéculo padronizado foi espalhado, homogeneamente,
com auxilio de um swab estéril, em placas contendo Agar Mueller-Hinton
(Merk), de modo a se obter crescimentos confluentes. Os discos contendo 0s
antimicrobianos foram aplicados em seguida sobre a superficie semeada e
incubados por 18h a 37° C. Em seguida, foram medidos os diametros dos halos
de inibicdo do crescimento. Os discos utilizados foram: penicilina G (10U),
gentamicina (10 ug), Rifampicina (10 pg), tetraciclina (30 ug), eritromicina (15

Mg), clindamicina (2ug), ciprofloxacina (5 ug), vancomicina (30ug) e cefoxitina
(30 Hg).

Os microorganismos padrdes S. aureus (ATCC 29213), que apresenta
expressdo mais homogénea de resisténcia a meticilina, e (ATCC 25923),
previamente conhecida como sensivel a meticilina, foram utilizados para
controle e acuracidade dos testes. Todas as amostras foram testadas em

duplicata, e a média dos valores dos halos de inibi¢cdo foi calculada.
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CONSIDERACOES IMPORTANTES:

Das criangas que apresentarem resultados positivos para cepas de

estafilococos resistentes a meticilina:

A) Os responséveis pelas criancgas identificadas como portadoras de cepas
de estafilococos resistentes a meticilina receberdo notificacdo de sua
condig&o, bem como seu médico;

B) Sera avaliada, em conjunto com o médico responsavel pelo atendimento
a crianca, a necessidade do uso de antimicrobianos e antissépticos
nessas criancgas, para sua descolonizagéo;

C) Caso essa crianca precise de atendimento odontolégico, somente apés
sua descolonizacdo este tratamento podera ser efetuado, para evitar a

contamicao cruzada deste patdégeno.

3.6 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente através do Programa
Estatistico SPSS versdo 20.0. Os testes do Qui-quadrado e Teste de Fisher
foram utilizados para comparacfes entre 0s grupos e correlagdes, quando
conderadas as variaveis: realizacdo de higiene bucal, indice de biofilme,
presenca de S.aureus e MRSA, presenca de resisténcia aos antibiéticos e
motivo de internacdo. Para correlagbes envolvendo o tempo de internacao,
utilizou-se o teste de Mann-Whitney. O valor de 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

Artigo: Prevalence of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

in the oral cavity of hospitalized pediatric patients
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Abstract

Objective: To assess to prevalence of methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) in the oral cavity of an intensive care unit (ICU) hospitalized
pediatric patients.

Methods: 30 ICU patients (group 1) and 30 healthy patients (group Il), aged
between 1 and 12 years, matched by sex and age, were selected. Initially,
medical data collection and intra and extra-oral examinations were
performed. Then, clinical specimens (nostril swab, mucosal swab and
supragingival biofilm) were collected from both groups to verify the presence of
Staphylococcus aureus. ldentification occurred by growth in Tryptic Soy Broth
with 7.5% of NaCl for 48h, growth in Mannitol salt agar, Gram staining, catalase
test and coagulase. S.aureus positive samples were submitted to the
antibiogram for evaluation of susceptibility to antibiotics.

Results: Only 36.7% of patients in the ICU perform oral hygiene during the
hospitalization period and more than 40% of ICU patients presented greater
biofilm quantity. The prevalence of S aureus was 43.3 (13) and 50.0 % (15) for
patients from ICU and control group, respectively. Nine mouth samples (30%), 6
nostril samples (20%) and 3 biofilm samples (15%) of the ICU group were
considered as positive S. aureus. In control group, 6 mouth samples (20%), 5
nostril (16,7%) and 7 (25%) biofilm samples were positive. In the 36 S. aureus
positive samples, 44.4% (16) the prevalence of MRSA in group | 62.5% was
significant higher than in group 1l (37.5%) in group Il (p=0.032, Fisher test). No
correlations were observed between its prevalence and reason and time of
hospitalization. All MRSA samples from both groups showed resistance to
penicillin G. In group I, two samples of MRSA were resistant to all antibiotics,
including vancomycin, nine were resistant to erythromycin and seven to
clindamycin. In group II, two samples of MRSA were resistant to erythromycin
and two to clindamycin

Conclusions: The prevalence of methicillin resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) in the oral cavity of an intensive care unit (ICU) hospitalized pediatric
patients was high but no correlation between this prevalence and medical data

was found.
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Introduction

Nosocomial infections are major causes of morbidity and mortality among
hospitalized pediatric patients, especially those in the intensive care unit (ICU)
(ZUANAZZI et al., 2009). Scientific research reports a positive association
between hospitalized patient's health and their oral condition (MORAIS et al.,
2006) and often, pediatric patients in ICU present poor oral hygiene due to the
impossibility of self care (LIMA et al., 2010).

Bacterial multidrug resistance has thus become a major threat, requiring
a driving force to try to eradicate it. The emergence and spread of multiresistant
strains of S. aureus, both in hospitals and in the community, is a reflection of an
accelerated bacterial evolution, induced in great part by the selective pressure
resulting from the immense amount of antimicrobial agents applied in the global
environment (OLIVEIRA, TOMASZ, DE LENCASTRE, 2002). Due to this and
other factors, such as the advancement of therapeutic and diagnostic
techniques, the intrinsic characteristics of the patients (including an increase in
the population presenting extremes of age and of patients with
immunosuppression or other underlying diseases) and the virulence factors of
these microorganisms (such as biofilm production), MRSA became the main
hospital pathogen in terms of the incidence and severity of infections (LOYOLA-
RODRIGUEZ et al., 2017).

MRSA is responsible for a large number of infections worldwide, since its
resistance to most B-lactam antibiotics, such as penicillins, cephalosporins and
carbapenes, makes it a major obstacle to clinical treatment (XIA et al., 2013).
Healthcare-associated MRSA (HA-MRSA) is related to prolonged length of
hospital stay and is currently one of the most frequently identified pathogens in
hospitals in many parts of the world. (GOULD et al., 2012). Furthermore,
Community-acquired MRSA (CA-MRSA) has demonstrated an extraordinary
ability to spread, causing serious infections in healthy individuals from the
community (RIBEIRO et al, 2005). Hence, reports of the emergence of this
highly differentiated have been issued in the United States, Brazil, Europe
(France, Spain, Latvia, Swiss, Belgium), Taiwan, New Zeland and Australia
(CHEN et al., 2005; DENIS et al., 2006; LIASSINE et al., 2004; MIKLASEVICS
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et al., 2004; RIBEIRO et al., 2005; RUBIO et al., 1999; VANDENESCH et al.,
2003).

The oral cavity is an important reservoir of microorganisms, comprising
more than 700 species of bacteria, fungi and protozoa, including resident oral
species and important pathogens such as Pseudomonas spp, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus and Candida spp (MORAIS et al., 2006;
ZUANAZZI et al.,, 2009; MAHMOUDABADI et al.,, 2015; DA COLLINA et al.,
2017). This poorly recognized reservoir of strains of staphylococci, under
appropriate conditions, can promote localized or systemic diseases. In addition,
through cross infection, especially in hospital settings, this bacterium can
spread and contaminate other body sites and other patients (SMITH, JACKSON
e BAGG, 2001; SMITH et al., 2003). Previously it was shown that this
microorganism is frequently isolated from the oral cavity of particular groups of
patients, such as children (MIYAKE et al, 1991) and patients with systemic
diseases (JOBINS et al., 1992).

Thus, it seems clear that the oral cavity might represent a poorly
recognized reservoir of strains of staphylococci and that, under appropriate
conditions, could favor the installation of localized or systemic diseases. Also,
MRSA in the oral cavity could potentially be disseminated by carriers to the
environment or to other individuals. The aim of the present study is to evaluate
the prevalence and resistance profile of strains of Staphylococcus sp. isolated
from the oral cavity of pediatric patients hospitalized in ICU, and compare this
prevalence with healthy children from the same age and gender.

Materials and methods

Study design

This research was designed as a Cross-sectional, observational and laboratory

study.
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Participants and recruitment

This study was carried out with children hospitalized in the ICU (group 1)
of a public pediatric hospital in Rio de Janeiro (Hospital Municipal de Jesus).
The Research Ethics Committee gave the approval of the present study (CAAE:
54723716.2.3001.5279). Participation in the study was voluntary, and the
parents/legal guardians received information regarding the exam and sample
collection. Informed written consent was obtained from all participating
parents/legal guardians and children who were able to understand expressed
their consent. All the patients admitted to ICU during February 2017 to
November 2017 were considered for sampling.

A total of 30 patients was obtained for group I, and the inclusion criteria
were: (a) age between 01 and 12 years; (b) minimum length of stay in the ICU
of 48 hours; The exclusion criteria was children with a very serious medical

condition with life-threatening.

For comparing the clinical and microbiological data found in ICU patients,
30 patients with no chronic or acute disease (Control group - group IlI) were
selected, in the outpatient clinic of the same hospital matched by age and

gender, according to previously selected ICU patients.

Collection of data and exams

Data collection of all patients about anamnesis, clinical examination,
extra and intrabuccal examination and medical records were recorded, and also
the information regarding the performance of oral hygiene by the health team
and / or legal guardian. The extra and intraoral exams were performed with the
child lying on the hospital bed, by a single examiner previously calibrated, using

a mouth mirror, exploratory probe, gauze and ambient light.

Dental biofilm was evaluated to obtain the biofilm index according to the
criteria of RIBEIRO et al. (2002), as well as the dental elements present to
obtain caries indexes (ceo / DMFT) (WHO, 1987) and to verify the necessity of

dental treatment. The medical history (diagnosis, reason for hospitalization,
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hospitalization time and medication use) was obtained from the medical records

of the respective patients.

Collection of clinical specimens

The clinical specimens (nostrils, oral mucosa and supragingival biofilm)
were collected by a single investigator in the morning, at least 2 hours after the
last meal. For the nostrils, smears were performed using sterile SWAB® (CB
Products Ind. And Com. LTDA). For oral mucosa, smears were performed on
the tongue, cheeks, palate, floor of the mouth and jugal mucosa, using a sterile
SWAB®. For collection of the supragingival biofilm, sterile excavators # 20
(Duflex®) were used on the buccal surface of the teeth (cervical region) until it
was completely filled. All specimens were placed in individual, capped sterile
test tubes containing 3mL of Tryptic Soy Broth (TSB-BDTM, Maryland, USA)
and 7.5% NaCl (salted TSB broth) . The tubes were identified with the patient
number and sample source. All clinical specimens collected were kept in a
styrofoam with dry ice and transported to the laboratory within a maximum

interval of 2 hours for storage and subsequent analyzes.

After the examinations and the collection of the clinical specimens, the
caregivers received guidance on their children’s oral health care and, for those
in need of dental treatment, they were referred to the Pediatric Dentistry Clinic

after discharge from hospital.

Laboratory analysis

The test tubes containing the collected clinical specimens were vortexed
for 1 minute in order to release the cells adhered to the swab and biofilm
solubilization. Afterwards, they were incubated aerobically at 37°C for 48 hours.
After this period, positive growth was stoed at -70°C in sterile glycerol to a final

concentration of 12% (w/v).
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Identification of strains

To obtain the isolated colonies, a 100uL aliquot of the culture grown in
TSB was streaked for isolation on Mannitol salt Agar (BDTM, Maryland, United
States of America). The plates were incubated at 37°C for 24 h. A positive
colony on manitol agar, with a morphological character of S. aureus, was
inoculated in a TSB broth and the culture incubated at 37° C for 18h. The
isolates were then evaluated at Gram coloring test, catalese and coagulase
production. Gram positive coccos in chain, catalase and coagulase positive,

isolated from Mannitol Salt Agar, were then identified as S. aureus.

Antimicrobial susceptibility tests

Disk-diffusion tests were performed according to CLSI recommendations
(2016),, using disks containing the following antimicrobial agents: penicillin G
(10U), gentamicin (10ug), rifampicin (10ug), tetracycline (30ug), erythromycin
(15uQ), clindamycin (2ug), ciprofloxacin (5ug), vancomycin (30ug) and cefoxitin
(30 ug). S. aureus ATCC 25923 and ATCC 29213 were used for quality control
purposes. All samples were tested in duplicate, and the mean values of

inhibition halos were calculated.

Those parents/guardians responsible for children identified as having
methicillin-resistant Staphylococcus strains will receive notification of their
condition, as well as their physician. The need for the use of antimicrobials and
antiseptics in these children for decolonization will be evaluated together with

the physician responsible for the care of the child.

Statistical analysis

Data were analysed by SPSS Statical (version 20.0). Qui-square and
Fisher tests were used to comparisons betweens groups and correlations when
considered oral hygiene, dental biofilm, S aureus prevalence, presence of

antimicrobial resilstance and reason for hospitalzation. For correlatios involving
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hospitaliation time, the Mann Whitney test was used. The .05 was considered

significant.

Results

Of the total of 60 patients, 30 from the ICU patients (group 1) and 30 from
the outpatients (group Il - Control), 56.7% were male and the mean age was
5.23+£3.95 years in both groups. Considering only the group of patients in ICU
(Table 1), the majority of patients (33.3%) presented as a diagnosis
neurological disorders, however the more frequent reason for hospitalization
was the acquisition of bacterial infection (26.7%). All patients used medication,
being the most used the antimicrobials (83.3%). The average time of

hospitalization of these patients was 44 days.

Hygiene habits, as well as biofilm indexes and chlorhexidine use of ICU
in both groups are presented in Table 2. Only 36.7% of patients in the ICU
perform oral hygiene during the hospitalization period. In relation to dental
biofilm, for comparisons between groups, the biofilm index was recoded to fine,
when the scores were 1 or 2 and thick when the scores were 3,4 or 5. Although
no significant difference between groups was found (p = 0.08), more than 40%
of ICU patients presented greater biofilm quantity. Important to note that in 6
ICU patients, it was not possible to evaluate the biofilm index due to the

absence of teeth.

Figure 1 shows the flowchart of Staphylococcus aureus isolation and
identification, according to the clinical environment. However, biofilm samples in
ICU group was lower (n=20) since 6 patients had no teeth, and in 4 cases, the
biofilm sample was not sufficient for processing. Samples needed to be positive
in all tests to be considered S. aureus positive. At end, the prevalence of S
aureus was 22.5% and 20.4% for ICU and control group, respectively. Nine (9)
mouth samples (30%), 6 nostril samples (20%) and 3 biofilm samples (15%) of
the ICU group were considered as positive S. aureus. In control group, 6 mouth
samples (20%), 5 nostril (16,7%) and 7 (25%) biofiim samples were

positive.There was no significant difference between groups
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After the identification, S. aureus positive samples were evaluated for
susceptibility to antibiotics. Figure 2 shows the resistance of the samples in
each group. It can be observed that for all antibiotics tested, but penicillin G, the
resistance of the strains from ICU patients was higher than in the control group,
however there was no significant difference. Only one sample in group | (mouth
swab) and one sample in group Il (biofilm) were sensitive to penicillin G,
demonstrating the high resistance to this drug. In ICU patients, two samples
(mouth swab and biofilm) were resistant to all drugs tested and only in this

group, the resistance to vancomycin was observed.

The identification of MRSA is linked to resistance to cefoxitin. In the 36 S.
aureus positive samples, 44,4% (16) were considered MRSA, being 68.75%
(11) in group | and 31.25% (5) in group Il. This diference was estatistically
significante (p=0,32, Fisher test). The colonization rates of it in the oral cavity,
nasal cavity, and biofilm sites in the ICU patients were 31.25%, 12.5%, and
18.75%, respectively, and 18.75%, 6.25%, and 12.5%, respectively, for control
group. All MRSA samples (n = 16) showed resistance to penicillin G. In the ICU
group nine samples of MRSA were resistant to erythromycin and seven
resistant to clindamycin. In the control group, two MRSA samples were resistant
to erythromycin and two to clindamycin. In smaller numbers, MRSA samples

were resistant to other antibiotics, including Vancomycin.

Considering only patients from the ICU group (n=30), no correlations
were found between S. aureus prevalence in the oral cavity, nostril or biofilm

and the time or reason for hospitalization.

Discussion

The present study shows that ICU hospitalized patients presented a
higher frequency and quantity of dental biofilm, according to biofilm index. This
difference between the outpatients patients may be related to hygiene
deficiency during the days of hospitalization (MORAIS et al., 2006: ARAUJO et

al., 2009). It is known that the amount of dental biofilm increases according to
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the increase of days in hospital which can lead to the emergence of new
infections (MORAIS et al., 2006).

Chlorhexidine is effective in controlling the dental biofilm due to its
antifungal and bactericidal action, being able to eliminate gram-positive and
gram-negative bacteria (OSMAN, 2014; WILLIANS et al., 2012). It also reduces
the incidence of nosocomial pneumonia in hospitalized patients, due a
relationship between dental plaque colonization and respiratory pathogens,
which could be very important for these patients (DARVISHI, 2014; ZHANG
&TANG, 2014), however, there is no specific protocol of it use for ICU patients.
The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) recommends the use of
chlorhexidine only for oral hygiene in patients in the perioperative period of
cardiac surgery (ANDREWS & STEEN, 2013; MUNRO & RUGGIERO, 2014).
But this practice should be introduced as an option for hygiene oral care in ICU
patients, mainly in children, which could prevent the accumulation of dental
biofilm in the oral cavity. Although it is an important antiseptic for hospitalized
patients, in our study, we founded that only 11 (36,7%) of the 30 ICU patients

received this care by the medical team.

The oral cavity is an important reservoir of microorganisms including
resident oral species and important pathogens such S. aureus (ZUANAZZI et
al., 2009). This microorganism is a major human pathogen that occurs in many
different types of infections of the human body. Infections caused by S. aureus
differ in their severity, ranging from relatively mild conditions such as skin and
soft tissue infections, to more severe diseases that include osteomyelitis,
necrotizing pneumonia, surgical-site infection, and bacteremia/sepsis leading to
endocarditis, septic shock, and septic arthritis (KIM & LEE, 2015).

S. aureus is also the most common cause of nosocomial infections and
opportunistic infections (KIM & LEE, 2015) and in this study, we identified S.
aureus in our both groups of patients. Although the prevalence of this
microorganisms in immunocompromised or hospitalized patients is more
common, the number of S. aureus positive samples in our control group was the
same as in the ICU group (n=18). We believe that this fact occurred due to the

non-collection of ten biofilm samples from patients in the ICU due to the
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absence of teeth or insufficient quantity for analysis, since most of the positive

samples (n = 7) of the control group were found in the samples of biofilm.

Among the S. aureus, S. aureus methicillin-resistant (MRSA) is most
noteworthy because it is responsible for an increase number of hospital and
community acquired infections worldwide and because of its association with
multidrug resistance (WU et al., 2017). Colonization by S. aureus, especially
involving multiresistant strains, by hospitalized patients and health
professionals, represents a serious problem for public health (SCOTT,
BLOOMFIELD, 1990). Another feature, which contributes to their persistence in
hospitals, is the ability of these strains to survive for long periods of time outside
the human body (KRAMER, SCHWEBKE, KAMPF, 2006). Studies on the
characteristics of the biofilm formed by S. aureus revealed that these strains are
able to persist for up to 7 months on dry inanimate surfaces, especially if these
surfaces are plastic (KRAMER, SCHWEBKE, KAMPF, 2006; SCOTT,
BLOOMFIELD, 1990). These data become extremely relevant when in hospitals
where hand contact surfaces are often contaminated with nosocomial
pathogens and represent important vectors of cross-transmission.In our study,
the identification of MRSA was due to the presence of resistance to the
antibiotic cefoxitin. Methicillin was not used because of the occurrence of false
negative in several studies. According to the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (2016) cefoxitin has a molecular structure similar to methicillin
and can be used for screening for MRSA. We identified MRSA in samples from
mouth swab, nostril swab and biofilm. Although there was no significant
difference between colonization sites, it was observed that the highest number

of S. aureus positive was found in mouth swab samples.

MRSA is responsible for a large number of infections worldwide, since its
resistance to most B-lactam antibiotics, such as penicillins, macrolides and
cephalosporins, makes it a major obstacle to clinical treatment (XIA et al.,
2013). Penicillins and macrolides are considered the most commonly prescribed
classes of antibiotics for children (BONT et al., 2013). Because they are widely
used in medical practice, the high resistance found to Penicilin G and

erythromycin, in MRSA or not, can be explained.
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A relevant result we found is that in our ICU patients, two samples were
resistant to all antibiotics evaluated, including Vancomycin. Vancomycin is a
glycopeptide antibiotic used to treat bacterial infections. It do not present action
on Gram-negative bacteria, mycobacteria and fungi, being active on Gram-
positive. Vancomycin resistance is a growing problem, particularly in places
such as hospitals. Since vancomycin is a last generation antibiotic for several
infections by gram-positive bacteria, the appearance of resistance can produce
morbidity and mortality similar to infections that occurred in the before
antibiotics became available (SMITH et al., 1999).

Our study provides important and surprising observations on the
presence of MRSA in the oral cavity. To the best of our knowledge, this is the
first study in the literature that evaluates the distribution of MRSA in the oral
cavity of hospitalized children (HA-MRSA) and compares these data with
clinically healthy children (CA-MRSA). The epidemiology of HA-MRSA
infections shows a frequent association of these strains with serious hospital
infections and guarantees to this bacterium a recognition as a serious global
public health problem (COIMBRA et al., 2003). Regarding the CA-MRSA
strains, observed in patients with no previous history of antibiotic use and
hospitalizations, our study corroborates previous findings that there is no
predilection for sex or age. The literature has a report of CA-MRSA infections
involving children, young adults, and the elderly, of both sexes (SAID-SALIM,
MATHEMA, KREISWIRTH, 2003). However, some studies have demonstrated
an association with patients from less-favored social classes, such as minority
groups (DUFOUR et al., 2002; EADY, COVE, 2003), which may explain the
high prevalence found here in this study, since the children in the control group

(group 1I) were those treated in the state public health network.

Resistance to multiple drugs, including Vancomycin, is a concern and
can be considered a public health problem, as an increase in the number of
resistant bacteria. This resistance is very rare and the PCR is needed to prove
it. So, one limitation of our study is the absent of PCR to confirm this resistence
pattern. The small sample size is also a limitation. Nevertheless, the results o
our study show the importance of considering the oral cavity as a reservoir for

S. aureus and, thus, the presence of this bactéria should be closely monitored
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by the healthcare team, specially with the presence of a dental surgeon as a
member of the multidisciplinary team in a hospital environment and in Intensive

Care Units.
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Table 1. Medical data of pediatric patients hospitalized in the Intensive Care Unit (ICU)

(group 1) (n=30)

Reason of
hospitalization

Surgery

Bacterial Infection
Convulsion

Other

Diagnostic

Systemic disease/ Chronic

Infection

Neurological Disorders

Cancer

Medical data

N (%)

30 (100%)
4 (13,3%)
8 (26,7%)

7 (23,3%)

11
(36,7%)

30 (100%)
8 (26,7%)

7 (23,3%)

10
(33,3%)

5 (16,7%)

Medications
Antibiotic
Anti- inflamatory

Anitihypertensive
Antifungal

Anticonvulsant

Chemoterapy

Time of
hospitalization

N (%)
30(100%)
25 (83,3%)
7 (23,3%)

8 (26,7%)
0 (0%)
16 (53,3%)

0 (0%)

Medial (day)

44,06

Table 2: Oral health in pediatric patients hospitalized in the Intensive Care Unit (ICU)
patients (group ) and healthy children patients (group Il)

Hygiene Biofilm Index Chlorhexidine
Yes No Thin Thick Yes No
UTI 11 19 14 10 11 17
(n=30) (36,7%) | (63,3%) | (58,3%) (41,7%) (39,3%) | (60,7%)
Control 30
30 24 6
(100%) 0 (80%) (20%) 0 (100%)
0 0 0
(n=30)




30 patients ICU
(group 1)

30 patients control
(group 2)

!

!

Collected
samples

Mouth swab = 30
Nostril swab = 30
Biofilm = 20

!

Mouth swab = 30
Nostril swab = 30
Biofilm = 28

!

48h

Mouth swab = 24
Nostril swab = 27
Biofilm = 15

Growth after

!

Mouth swab = 28
Nostril swab = 30
Biofilm = 28

!

Manitol

Mouth swab = 17
Nostril swab = 13
Biofilm = 10

Mouth swab = 13
Nostril swab = 14
Biofilm = 16

!

Gram staining

Mouth swab = 17
Nostril swab = 13
Biofilm = 10

!

!

Mouth swab = 13
Nostril swab = 14
Biofilm = 15

!

Catalase

Mouth swab = 17
Nostril swab = 13
Biofilm = 10

Mouth swab = 13
Nostril swab = 14
Biofilm = 15

!

!

Coagulase

Mouth swab =9
Nostril swab = 6
Biofilm = 3

!

Mouth swab = 6
Nostril swab =5
Biofim =7

Mouth swab =9
Nostril swab = 6
Biofilm = 3

1

Staphylolococcus
aureus positive

Mouth swab = 6
Nostril swab =5
Biofilm =7

Figure 1: Flowchart representative of the identification of Staphylococcus aureus
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Figure 2: Antimicrobial resistance pattern of the S aureus samples from pediatric patients hospitalized in Intensive Care Unit (ICU) and healthy

children (control group).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo foi desenvolvido no Hospital Municipal de Jesus, no municipio do
Rio de Janeiro, com o intuito de determinar a prevaléncia de espécies de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em
pacientes pediatricos internados em UTI. Partimos da hipotese que esses pacientes
teriam uma saude bucal deficiente, devido ao estado de saude critico e dificuldade de
realizar a higiene bucal e uma elevada prevaléncia de Staphylococcus aureus, o que
foi confirmado pelos nossos resultados. Os dados encontrados foram comparados
com dados de pacientes saudaveis, entretanto, diferencas significativas entre os

pacientes foram obtidas.

Os resultados demonstram a importancia da presenca de um cirurgido dentista
como membro da equipe multidisciplinar em ambiente hospitalar, principalmente em
Unidades de Terapia Intensiva. A partir disso, sugere-se que novos estudos sejam
realizados em diferentes hospitais, com metodologia semelhante, bem como

aumento da amostra.
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6 CONCLUSOES

A prevaléncia de S. aureus foi de 22,5% para o grupo de pacientes
hospitalizados em UTI e de 20,4% para o grupo controle. Nove amostras de
boca (30%), 6 amostras de narina (20%) e 3 amostras de biofilme (15%) do
grupo | foram consideradas S. aureus positivo. No grupo de controle, 6
amostras de boca (20%), 5 amostras de narina (16,7%) e 7 de biofilme (25%)

foram positivas.

Nas 36 amostras positivas de S. aureus, 44,4% (16) foram consideradas
MRSA, sendo 62,5% (10) no grupo | e 37,5% (6) no grupo Il. Essa diferenca foi
estatisticamente significante (p = 0,32). Nao foram observadas correlacdes

entre sua prevaléncia e razdo e tempo de internacao.

Todas as amostras de MRSA (n = 16) apresentaram resisténcia a
penicilina G. No grupo |, nove amostras de MRSA foram resistentes a
eritromicina e sete resistentes a clindamicina. No grupo de controle, duas
amostras de MRSA eram resistentes a eritromicina e duas a clindamicina. Em
menor nimero, as amostras de MRSA foram resistentes a outros antibidticos,

incluindo a Vancomicina.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do projeto de pesquisa: “Alteracdes bucais e necessidades
odontologicas em pacientes pediatricos hospitalizados”.

Seu filho (a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre as
alteracGes da boca e as necessidades odontolégicas. Os Pesquisadores Gloria
Fernanda B de A Castro, Maristela Barbosa Portela e Apoena de Aguiar Ribeiro
pretendem realizar um estudo com as seguintes caracteristicas:

Objetivo do estudo: identificar a presenca de alteracdes da boca e carie em criancgas (3
a 12 anos) hospitalizadas em enfermarias, e determinar as necessidades de
tratamento odontolégico, por meio de exame da boca. Verificar a existéncia de
cuidados adotados pela equipe de saude do hospital com relacdo a saude bucal
dessas criangas e determinar a relagdo entre os achados clinicos com a historia
médica dos pacientes (diagnostico, motivo de internacdo, tempo de internacao,
episodios de internacao) através de uma ficha de identificagdo. Também, coletar saliva
e placa dental para verificar a presenga de micro-organismos que podem causar ou
ndo algum tipo de piora no quadro de saude da crianca.

Além disso, realizar andlises no laboratério com os micro-organismos isolados para
determinar guais sdo exatamente 0s micro-organismos existentes e também o quanto
eles séo resistentes e capazes de causar doenca.

Justificativa: A realizacdo deste trabalho demonstrara a importancia da presenca do
dentista nas equipes de saude dos hospitais, contribuindo para uma melhor qualidade
de vida desses pacientes.

Beneficios: Como beneficio indireto por participar deste estudo, vocé podera contribuir
para estabelecer medidas necessarias para a manutencdo de saude bucal em
ambiente hospitalar. Adicionalmente, vocé contribuira para o levantamento de
aspectos importantes para a melhora da qualidade de vida da crianca hospitalizada,
uma vez que a condi¢éo bucal do paciente pode influenciar no seu estado de saude
geral.

Riscos: Os riscos relacionados a esta pesquisa sdo a possibilidade de
constrangimento, ficar sem graca com relacdo as questdes da ficha, sendo assim
podera se recusar a responder estas perguntas sem nenhum prejuizo ou sentir algum
desconforto durante a realizagdo do exame clinico.

Garantia de acesso aos pesquisadores: Em qualquer fase do estudo vocé terd pleno
acesso a pesquisadora responsavel, Profa. Dra. Gloria Fernanda Barbosa de Araujo
Castro, pelo telefone 3938-2101, Departamento de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Av. Prof Paulo Rocco, 325 - 1°
andar; Cidade Universitaria, Rio de Janeiro. Em caso de qualquer esclarecimento
podera também entrar em contato com a pesquisadora através do telefone (21) 99640-
6390.

Garantia de liberdade: A participacao neste estudo é absolutamente voluntaria. Dentro
deste raciocinio, todos os participantes estdo livres para, a qualquer momento, negar o
consentimento ou desistir de participar e retirar o consentimento, sem que isto traga
qualquer tipo de dano ou impedimento. Lembramos, assim, que a recusa nédo trara
nenhum prejuizo a relacdo com o pesquisador ou com a instituicdo e que a
participacdo ndo € obrigatéria. Mediante a aceitacdo, espera-se que 0 questionario
seja respondido e permitido o exame clinico.

Direito_de confidencialidade e acessibilidade: os dados colhidos no presente estudo
serdo utilizados para elaborar artigos cientificos. Porém, todas as informacfes obtidas
através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o absoluto sigilo dos que
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aceitarem participar. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar a
identificacdo do participante e ninguém, com excec¢do dos préprios pesquisadores,
podera ter acesso aos resultados da pesquisa. Cada participante somente poderd ter
acesso aos proprios resultados. E assegurado o completo sigilo da identidade do
responsavel e do participante quanto a participacdo neste estudo, incluindo a
eventualidade da apresentacdo dos resultados deste estudo em congressos e
periodicos cientificos.

Despesas e compensacdes: 0 participante ndo tera, em momento algum, despesas
financeiras pessoais. As despesas, assim, se por ventura ocorrerem, serdo de
responsabilidade dos proprios pesquisadores. Também, ndo haverd compensacao
financeira relacionada a participacdo nesta pesquisa.

Garantia de indenizacao: Este estudo ndo implica gastos financeiros para vocé, apesar
disso, vocé tem assegurado o direito a ressarcimento ou indenizacdo no caso de
quaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa.

Em caso de dlavidas ou questionamentos, pode se manifestar agora ou em qualquer
momento do estudo para explicagbes adicionais.

Caso surja alguma davida quanto a ética do estudo, o(a) Sr.(a) devera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisas envolvendo seres humanos —
subordinado ao Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, 6rgdo do Ministério da
Saude, através de solicitacdo ao representante de pesquisa, que estard sob contato
permanente, ou contatando o Comité de Etica em Pesquisa desta instituicdo, no
endereco Rua Rodolpho Paulo Rocco, 255 - Cidade Universitéria - Ilha do Fund&o, 1°
andar; Contato: 3938-2480 Fax: 3938-2481; Horario de funcionamento: De segunda a
sexta-feira, das 8h as 16h.

CONSENTIMENTO

Eu, , portador (a) do
documento de Identidade , fui suficientemente informado (a) a
respeito das informacdes sobre o estudo acima citado que li ou que foram lidas para
mim. Eu discuti com a pesquisadora Amanda Vervloet Dutra Agostinho Assis sobre a
minha decisdo em deixar meu filho (a) participar deste estudo. Ficaram claros para
mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimento
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de
atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que meu filho (a) possa ter
adquirido. Eu receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e a outra ficard com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além
disso, estou ciente de que eu e o0 pesquisador responsavel deveremos rubricar todas
as folhas desse TCLE.

Rio de Janeiro, de de 20 .
Nome do Sujeito da Pesquisa Assinatura do Sujeito da Pesquisa
Nome do Representante Legal Assinatura do Representante Legal

Pesquisadora Responsavel
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Apéndice B - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO -

(faixa etaria de 7 a 12 anos)

Vocé estéd sendo convidado(a) para participar de um trabalho de uma pesquisa
chamada “Alteracbes bucais e perfil microbiolégico de pacientes
pediatricos hospitalizados”. Seus pais/responsaveis ja permitiram que vocé
participe. Neste estudo, queremos saber se criancas com idades de trés a 12
anos que estao internadas em hospitais, ttm machucados e doengas na boca e
nos dentes, mais do que criancas que nao estdo internadas em hospitais, e
também ver se as criancas precisam de tratamento nos dentes, olhando sua
boca. Queremos, também, saber se as pessoas que trabalham nos hospitais e
gue cuidam dessas criangas fazem a limpeza da boca delas e ver se tudo isso
tem relacdo com o fato de ela estar internada no hospital, respondendo
algumas perguntas. Também, iremos passar um cotonete na boca e outro no
nariz para saber se tém bactérias que podem deixar a crianca mais doente.
Saber 0 nome dessas bactérias e se causam doencas.

O que nos faz estudar esse assunto € mostrar a importancia do dentista nos
hospitais, ajudando a melhorar a qualidade de vida das criancgas internadas em
hospitais. E uma coisa boa que pode acontecer, € que vocé pode nos ajudar a
fazer isso.

Uma coisa ruim que pode acontecer € vocé ficar sem graca ou com vergonha
de responder as perguntas, mas se iSSO acontecer ndo precisa responder se
nao quiser. Outra coisa que pode acontecer é que vocé se sinta desconfortavel
guando olharmos sua boca.

Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelos telefones (21) 3938-
2101 e (21) 99640-6390 da pesquisadora professora Gloria Fernanda Barbosa
de Araujo Castro.

Para participar deste estudo, seu responsavel também assinara um papel.
Vocé nao terd que pagar nada e nem receberd nenhum dinheiro por participar
desta pesquisa. Mas vocé nado precisa participar da pesquisa se nao quiser, é
uma escolha sua. Ninguém ficara bravo com vocé se vocé disser ndo. Vocé
pode pensar nisto e falar depois se vocé quiser. Vocé pode dizer sim agora e
mudar de ideia depois e tudo continuara bem.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a
ninguém o que vocé nos disser. Depois que a pesquisa acabar, contaremos a
VOCé e seus pais 0 que descobrimos com ela e isso também pode ser escrito
em revista, mas sem identificar as criancas que participaram.

Um Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é formado por um
grupo de pessoas que estao trabalhando para garantir que seus direitos como
participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigacdo de avaliar se
a pesquisa esta sendo feita de forma certa. Se vocé achar que a pesquisa nao
esta sendo realizada da forma como vocé imaginou ou que esta sendo
prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o CEP do
Hospital Clementino Fraga Filho no endereco Rua Rodolpho Paulo Rocco, 255
- Cidade Universitéria - Ilha do Fund&o, 1° andar; Contato: 3938-2480 Fax:
3938-2481; Horario de funcionamento: De segunda a sexta-feira, das 8h as
16h; ou pelo e-mail cep@hucff.ufrj.br.

Se vocé tiver alguma davida, vocé pode me perguntar.
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CONSENTIMENTO

Eu, , aceito participar da
pesquisa “AlteracBes bucais e perfil microbioldégico de pacientes
pediatricos hospitalizados”. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que
podem acontecer e que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer
momento, posso dizer “ndo” e desistir e que ninguém vai ficar bravo comigo.
Os pesquisadores tiraram minhas dlvidas e conversaram com 0S Mmeus
responsaveis. Recebi uma coépia deste papel e li e concordo em participar da
pesquisa.

Rio de Janeiro, de de 20

Nome legivel do(a) participante:

Assinatura do(a) participante:

Pesquisadora responsavel:
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Apéndice C - Ficha Clinica

Ficha Clinica / 20

Nome da crianca:
Data de nascimento: / / Idade: Sexo:
Responséavel legal:
Data da hospitalizagéo: / /
Motivo da hospitalizagao:
Diagnéstico:
Tempo de internagéo:
Episédios de internagéao:
Faz uso de medicacéao? ( )Sim ( ) Néo

Qual

Tem algum problema de saude? ( )Sim ( ) Nao
Caso positivo, qual?

1 HIGIENE
1.1 A criancarealiza higiene oral? () Sim ( )Naéo
1.2 Caso positivo, de que forma?

( ) escovae creme dental ( )s6escova ( )fiodental

( )outros:
1.3 Em quais horarios a crianca realiza higiene oral?
1.4 Quem realiza a higiene oral?
1.5 Recebeu orientacdo de higiene oral durante a internagao? ( )Sim ( ) Néo
1.6 Caso positivo, que profissional orientou?

() médico

() enfermeiro

() dentista

( ) outro:
1.7 Qual foi a orientacdo recebida?
1.8 Outros cuidados com a saude oral sé@o realizados na crianca por parte da equipe de

saude do hospital? ( )Sim ( ) Nao
1.9 Caso positivo, quais?

2 EXAME CLINICO

2.1 Exame extraoral

Labios:
Anomalias:

2.2 Exame intraoral

2.2.1 Tecidos moles

Labio:
Gengiva:
Mucosa jugal:

Palato duro:
Palato mole:
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Lingua:

Assoalho bucal:

Freio labial: Freio lingual:
Anomalias:

2.2.2 indice de biofilme (RIBEIRO et al., 2002)

() Score 0: Auséncia clinica de biofilme visivel

() Score 1: Biofilme fino somente nos dentes anteriores

( ) Score 2: Biofilme fino, difuso, facilmente removido, em dentes anteriores E
posteriores

( ) Score 3: Biofilme espesso e firmemente aderido, em dentes anteriores OU

posteriores

() Score 4: Biofilme espesso e firmemente aderido em dentes anteriores e fino em
posteriores OU biofilme espesso e firmemente aderido em posteriores e fino em
anteriores

() Score 5: Biofilme espesso e firmemente aderido em dentes anteriores e posteriores

2.2.3 indice de cérie (OMS, 1987)

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

85 84 83 82 81 71 72 73 74 75

CPO-D Ceo-d
0 = higido

1 = cariado

A = higido
B = cariado

2 = restaurado com carie

C = restaurado com carie

3 = restaurado sem carie

D = restaurado sem cérie

4 = perdido por cérie

E = perdido por cérie

5 = perdido por outras razées

- = perdido por outras razdes

6 = selante

F = selante

7 = apoio de protese

G = apoio de prétese

8 = ndo erupcionado

- = néo erupcionado

9 = extraido

- = extraido

T = trauma/fratura

T = traumal/fratura




