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RESUMO

Introducdo e Objetivos: Staphylococcus aureus ¢ considerada uma das bactérias Gram-
positivo mais frequentemente isolada na comunidade e no ambiente hospitalar, estando
associada a diversas infe¢des. As estirpes multirresistentes a antibioticos (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina — MRSA) representam mundialmente uma das maiores causas
de infecdes nosocomiais, representando elevadas taxas de mortalidade. Analisaram-se
diferentes superficies do equipamento de medicina dentdria para avaliar a presenca de

Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) e/ou MRSA.

Materiais e Métodos: 354 Amostras foram recolhidas com zaragatoas Copon Liquid Amies
Elution eSwab, de seis superficies do equipamento de medicina dentdria em seis areas de
atendimento antes e apds consulta a pacientes e cultivadas em meio seletivo chromlD®

MRSA/chromlD S. aureus. Estirpes MRSA/MSSA foram confirmadas por PCR.

Resultados: A percentagem de contaminados foi de: MRSA — 17,5%, sendo que 5,9%
correspondem a amostras recolhidas antes do atendimento e 11,6% apos; MSSA — 39.3%,
com 14,1% amostras recolhidas antes do atendimento e 25,2% ap6s. As amostras nao
contaminadas correspondem a 55,6% da amostra total. A prevaléncia de MRSA/MSSA foi
significativamente maior apds atendimento de pacientes. Clinica de Pacientes Especiais
representa a area de atendimento mais contaminada (MRSA — 41,7%; MSSA — 58,3%) ¢ a
cuspideira (MRSA — 27,1%; MSSA — 59,3%) a superficie mais contaminada.

Conclusoes: As clinicas dentarias sdo reservatorios de transmissio de MRSA/MSSA,
contribuindo para potenciais infegdes nosocomiais, sendo os pacientes uma possivel porta de
entrada destas bactérias. Contudo, os protocolos de desinfecao aplicados nestas clinicas sdo

suficientes para o controlo da infe¢do por estes microrganismos.

Palavras-Chave: Nosocomial infections; mecA gene; Methicillin-sensitive Staphylococcus

aureus; Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; MSSA; MRSA; Dental clinics



ABSTRACT

Introduction and Objectives: Staphylococcus aureus is one of the most commonly found
Gram-positive bacteria in the community and in the hospital environment, being associated
with several infections. The multidrug-resistant strains (methicillin-resistant Staphylococcus
aureus — MRSA) represent worldwide one of the major causes of nosocomial infections,
representing high mortality indexes. Several dental medicine equipment surfaces were

analysed to evaluate the presence of methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA)

and/or MRSA.

Materials and Methods: 354 Samples were collected with Copon Liquid Amies Elution
eSwab swabs from six surfaces of dental medicine equipment in six treatment areas before
and after patient consultation and cultured in selective medium chromlD® MRSA / chromID

S. aureus. MRSA/MSSA strains were confirmed by PCR.

Results: The percentage of contamination was: MRSA — 17.5%; where 5.9% correspond to
samples collected before treatment and 11.6% after; MSSA — 39.3%, with 14.1% of samples
collected before care and 25.2% after. Uncontaminated samples were 55,6% of the total
number of samples. The prevalence of MRSA/MSSA was significantly higher after patient
care. Special Patient clinic represented the most contaminated service area (MRSA — 41.7%,
MSSA — 58.3%) and dental spittoon (MRSA — 27.1%; MSSA — 59.3%) the most

contaminated surface.

Conclusions: Dental clinics are reservoirs for the transmission of MRSA/MSSA, contributing
to potential nosocomial infections, and patients are a possible gateway for these bacteria.
However, the disinfection protocols applied in these clinics are sufficient for the control of the

infection by these microorganisms.

Keywords: Nosocomial infections; mecA gene; Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus;

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; MSSA; MRSA; Dental clinics
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I- INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria de Gram-positivo, ndo modvel, de coagulase positiva,
em forma de cocos, pertencendo ao filo Firmicutes (Lee et al., 2018).

Esta bactéria ¢ colonizadora da flora comensal em diversas partes do corpo humano (fossas
nasais, garganta, intestinos e pele), mas € o epitélio nasal que se destaca como o local de
maior colonizagdo, cuja prevaléncia chega, em média, a 20-40% na populagdo adulta (Smith
etal., 2001; Lee et al., 2018).

Contudo, S. aureus estd frequentemente associada a infegdes da pele, pneumonias, feridas
cirirgicas, bacterémias, osteomielites e endocardites, sendo considerado um dos mais
importantes patogéneos do ser humano, tanto a nivel da comunidade como em infe¢des
nosocomiais. Esta patogenicidade estd relacionada com um enorme numero de fatores de
viruléncia, que lhe permitem aderir as superficies, invadir ou evitar o sistema imunitario e
causar efeitos toxicos no hospedeiro (Shorr, 2007; Bien et al., 2011). Entre os mais
importantes fatores de viruléncia, estdo as adesinas e as exoproteinas, tais como as exotoxinas
e enzimas (nucleases, proteases, lipases, hialuronidases e colagenases) (Bien et al., 2011;

Merghni et al., 2014; Blomqvist et al., 2015).

Alguns clones de S. aureus evoluiram para S. aureus resistente a meticilina (MRSA) por
adquirirem, via transferéncia genética horizontal, a cassete cromossodmica estafilococico mec
(SCCmec), um elemento genético mével que contém os genes mecA ou mecC e que conferem
resisténcia a maioria dos antibidticos B-lactdmicos, incluindo a meticilina (Garcia-Garrote et
al., 2013; Skov et al., 2013; McCarthy et al., 2015; Milheiri¢o et al., 2017; Cikman et al.,
2019). De facto, MRSA tem uma capacidade notavel de adquirir resisténcia a qualquer
antibiodtico, ndo sé aos P-lactamicos, o que leva a implicagdes importantes para as atuais e
futuras opcdes de tratamento de infecdes por esse patogéneo (Chambers e Deleo, 2010; Lee et

al., 2018).

MRSA foi descrito pela primeira vez em Inglaterra em 1961 (Jevons, 1961), logo depois da
meticilina ter sido introduzida na pratica clinica (Harkins er al., 2017). Inicialmente, este
antibiotico era amplamente utilizado, contudo, pela sua toxicidade, ndo ¢ atualmemente
comercializado para uso em humanos e foi substituido por penicilinas similares mais estaveis
como por exemplo a oxacilina. Contudo, o termo S.aureus resistente a meticilina continua a

ser utilizado (Lee et al., 2018).



Staphylococcus aureus, com especial foco na sua estirpe resistente a meticilina (MRSA),
adquire resisténcia antibidtica, ndo s aos antibioticos B-lactimicos como a penicilina e seus
derivados, meticilina/oxacilina, carbapenémicos e a cefalosporinas, mas também a outras
classes como os macrolidos, as tetraciclinas, entre outros, o que a torna uma estirpe
multirresistente. A sua resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos deve-se aos seguintes
mecanismos:

. Produgdo ou hiperproducao de enzima penicilinase/B-lactamase que hidrolisa o anel -
lactamico, destruindo as propriedades antibacterianas da penicilina e seus derivados.
Staphylococcus aureus produz quatro tipos desta enzima (A, B, C e D) codificadas por
diferentes genes, principalmente pelo gene blaZ (Zygmunt et al., 1992; Olsen et al., 2006;
Pereira et al., 2014; Foster, 2017; Kesharwani e Mishra 2018).

. Por alteragdo das proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), altera¢do esta que ¢ causada
por mutagdes principalmente no gene mecA presente na bactéria, levando a produc¢ao de uma
versdo laterada da proteina PBP2a. A presenca de PBP2a na parede celular bacteriana provoca
uma baixa afinidade de ligacdao aos B-lactdmicos (Chambers e Deleo, 2010; Fishovitz et al.,

2014; Harkins et al., 2017; Aguayo-Reyes et al., 2017; Lee et al., 2018).

Estirpes de MRSA s3o agora endémicas em muitas unidades de saude por todo o mundo e,
como consequéncia, tornou-se um foco importante para os esfor¢os globais de controlo de
infecdo. Devido as limitadas opgdes de tratamento, estas estirpes tornam-se na maior causa de
infegdes nosocomiais a nivel mundial com elevadas taxas de morbilidade e mortalidade

(Shorr, 2007; Pantosti e Venditti, 2009).

Desde 1960, a vancomicina tem sido a droga terapéutica de eleicdo para o tratamento de
infe¢cdes nosocomiais por MRSA, contudo, desde o ano 2002 nos Estados Unidos, foram
observados os primeiros casos de estirpes de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA)
(Sakoulas e Moellering, 2008; Al-anazi, 2009). Alternativas terapéuticas como a aplicagao de
linezolide, daptomicina ou teicoplanina poderdo ser usadas. Contudo, a escolha da
terapéutica, a via de administracdo e a duracdo da antibioterapia, serdo determinadas pela
localizagdo e severidade da infe¢do, e o seu tratamento devera ser ajustado com base nos
resultados dos testes de suscetibilidade aos antibioticos (Al-anazi, 2009; Chambers e Deleo,

2010; Lee et al., 2018).

Segundo o relatorio anual do ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) e

de acordo com o Relatorio Anual do Programa Prioritario de Infecdes e Resisténcias aos



Antimicrobianos (2018), apesar da percentagem de MRSA estar a diminuir em Portugal, com
47.4%, 46.8%, 43.6% e 39.2% nos anos 2014, 2015, 2016 e 2017 respetivamente, Portugal ¢é
considerado um dos paises com percentagem de MRSA mais elevada da Europa (ECDC,

2017), como pode ser observado na figura 1 em anexo.

Apesar do risco de infecdo nas clinicas dentéarias ser menor do que a nivel hospitalar (Petti e
Polimeni 2011; Petti et al., 2015), ¢ ainda responsavel por muitas patologias a nivel oral e
perioral como: queilite angular; ulceras orais; fracasso de tratamento com implantes;
estomatite protética; abcessos faciais; xerostomia; osteomielite dos maxilares entre outros,
para além das infegdes generalizadas anteriormente abordadas, o que o torna num problema
de satde publica. (Smith er al., 2003; Klevens et al., 2008; McCormack et al., 2015; Koukos
et al., 2015; Lakhundi e Zhanga, 2018;). Os fatores de risco associados a infecdo por MRSA
estdo descritos na literatura e incluem idade avangada do hospedeiro; hospitalizagdo
prolongada; terapia antibidtica anterior; doenga severa; procedimentos cirirgicos, etc (Al-

anazi, 2009; Irfan er al., 2018;).

Os aerossois contribuem como um dos meios para a contaminagao das superficies assim como
o contacto direto, levando a um aumento da concentracdo destas estirpes durante a consulta de
medicina dentaria e consequentemente a uma maior probabilidade de infe¢do cruzada
(Bernardo et al., 2005; Hallier et al., 2010; Kobza et al., 2018). As superficies das clinicas,
bem como o uniforme de atendimento e as maos do médico dentista podem ser reservatorios
de MRSA. A fim de controlar e reduzir a infe¢do sugere-se medidas preventivas standard que
incluem: desinfecdo de maos antes e depois do atendimento; uso de luvas, mascara, touca,
oculos e farda de trabalho (Williams et al., 2003; Faden, 2018); protetores de uso unico para a
luz, encosto de cabega, tabuleiro dos instrumentos, aspirador e¢ ainda desinfe¢do das
superficies com alcool 77%-81% (Petti et al., 2011). A literatura aponta ainda para medidas
como: bochechos com CHX 0.12% ou cloreto de cetilpiridinio 0.05% antes dos
procedimentos dentarios (Kobza et al., 2018); aspiradores cirargicos que recolhem um grande

volume de aerossois (Kobza et al., 2018) e sistemas de limpeza do ar (Hallier ez al., 2010).

Este estudo teve por objetivo a andlise da presenca das estirpes Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e sensivel a meticilina (MSSA) em diversas superficies do
equipamento de medicina dentaria. Através da recolha de amostras, cultivo das mesmas,
confirmagdo por PCR e posterior analise de resultados, serd possivel ter melhor percegdo e

maior controlo na limpeza e desinfecao das clinicas.



Com este intuito, foi elaborada uma pesquisa da literatura existente através das bases de dados
online: Pubmed; B-on; Science Direct; Research Gate; Scielo; Frontiers in Microbiology;
Scientific Reports; Cochrane ¢ NCBI utilizando as palavras-chave: Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSA, Methicillin-sensible Staphylococcus aureus, MSSA,
nosocomial infection, dental clinics, mecA gene e cross infection. Os critérios selecionados
para a pesquisa foram: artigos/publicacdes em inglés, espanhol ou portugués, publicados entre
2011 e 2019. Artigos anteriores a 2011 foram também selecionados sempre que considerados
pertinentes para o tema. Como critérios de inclusao foram escolhidos: estudos in vitro e em

humanos.

II - MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostragem

Durante 5 semanas foram recolhidas 354 amostras com zaragatoas Copon Liquid Amies
Elution eSwab Collection and Preservation System de vérias superficies do equipamento de
medicina dentdria da Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade Fernando Pessoa.
Foram recolhidas 12 amostras por semana, em diferentes horarios e areas de atendimento por
dia, em 6 superficies do equipamento pré-definidos. Foi feita a colheita antes e depois da
consulta, seguindo um protocolo previamente definido. As areas de atendimento selecionadas
foram: Clinica Integrada com 144 amostras (40,6% da amostra total); Prostodontia com 66
amostras (18,6% da amostra final); Periodontia com 54 amostras (15,3% da amostra total);
Cirurgia com 54 amostras (15,3% da amostra total); Odontopediatria com 24 amostras (6,8%
da amostra total) e Pacientes Especiais com 12 amostras (3,4% da amostra total) (ver figura 2

e tabela 1 em anexo). As superficies analisadas encontram-se identificadas na figura 3.

7% 3% - . .
15% Clinica Integrada Clinica de Prostodontia
(]
41%
= Clinica de Periodontia = Clinica de Cirurgia
® Clinica de Odontopediatria = Clinica de Pacientes Especiais

Figura 2. Distribuicao da amostragem por area de atendimento.
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Figura 3. Imagem das 6 superficies do equipamento de medicina dentaria analisadas: A-luz; B-
cuspideira; C-tabuleiro; D-encosto de cabega; E-brago da cadeira; F-seringa de ar/agua.

Ap6s recolha, as amostras foram cultivadas em biplacas de meio seletivo cromogénico —
chrmID®MRSA/chromID S. aureus — seguindo as instrugcdes do fabricante (Biomérieux),

sendo identificadas com o codigo da zaragatoa correspondente, como ilustrado na figura 4.

Trata-se de um método de dete¢do rapido, sendo considerado positivo o crescimento de
qualquer colonia verde, indicativo de MRSA ou MSSA conforme o lado da placa em que a
coldnia cresceu (Zurita et al., 2010; Datta et al., 2011). As placas foram incubadas a 37°C
durante 48h. Apos esse tempo foram analisados os resultados e feitas as contagens das

coldnias presentes.

Figura 4. Meio seletivo cromogénico — chrmID®MRSA/chromlID S. aureus (A); Zaragatoas Copon
Liquid Amies Elution eSwab Collection (B).
Posteriormente, a presenca destas estirpes foi confirmada por PCR, por detecio do gene
mecA, considerado o gold standard pela literatura (Datta et al., 2011; Stegger et al., 2011;
Coban, 2012; Pereira et al., 2014; Chen et al., 2017). Estirpes que foram negativas para a
presenga do gene mecA, foram pesquisadas para a presenga do gene nuc, que permite a

identificacdo de MSSA (Chen et al., 2017).



Para a identificagdo do gene mecA, o DNA (5 uL) foi amplificado numa mistura reacional que
continha 10 uL de 5x tampao PCR, 3 pL de MgCl, 25 mM, 2 uL de mistura de INTP 10 mM,
5 uL de cada primer 10 uM e 0,25 pL de Taq polimerase num volume total de 50 uL (Koukos
et al., 2015).0s primers usados para a identificacdo do gene mecA foram 5'-
GGGATCATAGCGTCATTATTC-3' e 5'-AACGATTGTGACACGATAGCC-3’ (Koukos et
al., 2015). O PCR foi elaborado de acordo com Koukos et al. (2015): 10 minutos a 94°C; 30
ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C; extensdo final por 10
minutos a 72°C. Para a identificagdo do gene nuc, o DNA (5 puL) foi amplificado numa
mistura reacional que continha 10 pL de 5x tampao PCR, 4 pL de MgCl, 25 mM, 2 pL de
mistura de ANTP 10 mM, 6 pL de cada primer 10 uM e 0,25 pL de Taq polimerase num
volume total de 50 pL (Koukos et al., 2015). Os primers usados para a identificacdo do gene
nuc foram 5-TCAGCAAATGCATCACAAACAG-3' e 5'-
CGTAAATGCACTTGCTTCAGG-3' (Koukos er al., 2015). O PCR foi elaborado de acordo
com Koukos ef al. (2015): 10 minutos a 94°C; 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a
58°C e 1 minuto a 72°C; extensdo final por 10 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram

analisados por electroforese em gel de agarose a 1%.

2.2. Analise Estatistica

A andlise estatistica de resultados deste estudo foi elaborada com o programa IBM SPSS
Statistics 25. Analises descritivas e inferenciais foram conduzidas para estudar a contagem (n)
e percentagem (%) de amostras MRSA/MSSA positivo em relacdo a areas de atendimento
clinico; superficies do equipamento, antes e depois do atendimento da consulta de medicina
dentaria. Para relacionar as varidveis nominais entre si, foram utilizados testes de qui-

quadrado e considerado como grau de significancia aplicado p < 0,05.

II1 - RESULTADOS
3.1. Anadlise quantitativa dos resultados obtidos de MRSA/MSSA

Das 354 amostras recolhidas (100%), 197 sdo amostras ndo contaminadas, isto ¢, negativas
para MRSA/MSSA (55,6%) e 157 sdo amostras contaminadas das quais 62 sio MRSA
positivas correspondendo a 17,5% do total e 139 sdo MSSA positivas correspondendo a

39,3% do total (figura 5).



354 Amostras
recolhidas
(100%)

18 Amostras
MRSA
positivo

(5,1%)

/ 197 Amostras
' MRSA/MSSA
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(55,6 %)

Figura 5. Resultados em percentagem da quantidade de amostras contaminadas para MRSA ou MSSA.

3.1.1. Analise dos resultados positivos obtidos antes e depois da consulta de medicina

dentaria

Com um grau de significincia estatistica de p = 0,003, as percentagens de amostras positivas
de MRSA antes e depois do atendimento mostraram diferengas significativas (p < 0,01).
Relativamente as amostras MSSA positivas antes e depois do atendimento, também
apresentam diferengas significativas (p < 0,01), com um grau de significancia estatistica de p
= 0,003. Das amostras contaminadas com MRSA, 5,9% (21 amostras) correspondem a
recolha efetuada antes do atendimento do paciente e 11,6% (41 amostras) depois (ver tabela 2
em anexo). Das amostras contaminadas com MSSA, 14,1% (50 amostras) correspondem a
recolha efetuada antes do atendimento do paciente e 25,2% (89 amostras) depois (ver tabela 3

em anexo).

3.1.2. Analise quantitativa de colonias presentes

Este estudo teve como objectivo principal a dete¢do de estirpes MRSA/MSSA em diferentes
superficies de equipamento dentario. Deste modo ¢ importante analisar os resultados positivos
numa perspectiva quantitativa da presenga do nimero de colonias. Nessa analise, que pode ser

observada na tabela 6, as amostras distribuem-se da seguinte forma:

MRSA positivo: MSSA positivo:
<5 colodnias = 92%; <5 colodnias = 88%
Entre 5 e 15 coldnias = 3% Entre 5 e 15 coldnias = 6%
>15 colénias = 5% >15 coldnias = 6%



Figura 6. Placas exemplificativas dos resultados de colonias de cor verde (MRSA/MSSA) com: <5
coldnias (A); Entre 5 e 15 colonias (B); >15 coldnias (C).

Tabela 4. Andlise da contagem e percentagem de
coldnias positivas MRSA/MSSA.

MRSA MSSA

n % n %

<5 coldnias 57 92 123 88

MSSA +

>15
coldnias
Entre5e 15 6%
coldnias
6%
A
MRSA + e
coldnias
Entre 5e 15 5%
coldnias
3%
B

Entre’ 5 .e 15 ) 3 3 6
colonias
>15 coldnias 3 5 8 6
Total 62 17,5 139 39,3

Figura 7. Percentagem de colénias MSSA
positivas (A) e MRSA positivas (B).

Das amostras MRSA (17,5%) verificou-se que cerca de 92% correspondem a placas com < 5

coldnias e das amostras MSSA (39,3%) 88% sdo placas com < 5 colonias, o que mostra um

baixo nivel de contaminagao.

3.1.3. Identificacido da estirpe MRSA por PCR

As amostras positivas para MRSA foram usadas para identificacdo do gene mecA por PCR.

Os resultados demostraram a identificagdo destas estirpes como MRSA pela presenca do

referido gene (figura 8 em anexo).

3.2. Analise dos resultados obtidos nas diferentes areas de atendimento clinico

Relativamente a amostras MRSA positivas, por area de atendimento, observou-se: Clinica de

Pacientes Especiais correspondeu a area de atendimento com maior percentagem de amostras




positivas (41,7%) para MRSA, sendo superior a Clinica de Periodontia (22,2%), a Clinica de
Prostodontia (19,7%), a Clinica Integrada (17,4%), a Clinica de Cirurgia (9,3%) e a Clinica de
Odontopediatria (8,3%) (tabela 5).

Tabela 5. Contagem e percentagem de amostras MRSA por area de atendimento.

MRSA
Negativo Positivo
n % n %o
g Clinica Integrada 119 82,6% 25 17,4%
E Prostodontia 53 80,3% 13 19,7%
E  Periodontia 0 77.8% 12 22.2%
& Cirurgia 49 90,7% 5 9,3%
g Odontopediatria 22 91,7% 2 8,3%
<  Pacientes Especiais 7 58,3% 5 41,7 %
Total de amostras 292 82,5% 62 17,5%

Relativamente a amostras MSSA positivas, por area de atendimento, observou-se: Clinica de
Pacientes Especiais foi a drea de atendimento com maior percentagem de amostras MSSA
positivas (58,3%), sendo superior a Clinica de Prostodontia (45,5%); a Clinica Integrada
(41,0%), a Clinica de Periodontia (40,7%); a Clinica de Cirurgia (29,6%) e a Clinica de
Odontopediatria (20,8%) (tabela 6).

Tabela 6. Contagem e percentagem de amostras MSSA por area de atendimento.

MSSA
Negativo Positivo
n Yo n Yo

% Clinica Integrada 85 59,0% 59 41,0%

£ Prostodontia 36 54,5% 30 45,5%

E  Periodontia 32 59,3% 22 40,7%

§ Cirurgia 38 70,4% 16 29,6%

g Odontopediatria 19 79,2% 5 20,8%

Z Pacientes Especiais 5 41,7% 7 58,3%
Total de amostras 215 60,7% 139 39,3%



100,00% MRSA MSSA

50,00%
0,00%
Clinica Xmegtad;os
Odomoped'\at:ac.‘emes specials

Figura 9. Percentagens de amostras positivas MRSA/MSSA por areas de atendimento clinico (baseado
nos dados das tabelas 5 ¢ 6).

3.3. Analise dos resultados obtidos por superficie do equipamento de medicina dentaria

As amostras de MRSA positivas recolhidas das superficies do equipamento, distribuem-se
com um grau de significancia estatistica de p = 0,017. A cuspideira corresponde a superficie
com maior % de amostras MRSA positivas (27.1%), ndo sendo, no entanto,
significativamente diferente do encosto de cabeca (25.4%) e do brago da cadeira (22.0%).

Observam-se diferengas estatisticamente significativas da cuspideira para a luz, para o
tabuleiro e para a seringa de ar/agua. Estes trés ultimos locais (luz, tabuleiro e seringa de
ar/agua), cada um com 10.2% de amostras positivas para MRSA, ndo apresentam diferencas
significativas entre si. Nao existem diferengas significativas entre o brago da cadeira e as

restantes superficies (tabela 7).

Tabela 7. Contagem e percentagem de amostras MRSA por superficie do equipamento de
medicina dentaria.

MRSA
Negativo Positivo
n %o n %o
Luz 53, 89,8% 6y 10,2%
S £ Cuspideira 43, 72,9% 16, 27,1%
5 & Tabuleiro 53, 89,8% 6 10,2%
E % Encosto de cabeca 44, 74,6% 15, 25,4%
& T Brago da cadeira 46, b 78.,0% 13,1 22,0%
Seringa de ar/agua 53, 89,8% 61 10,2%
Total de amostras 292 82,5% 62 17,5%

a, b: letras diferentes indicam diferencas significativas na contagem/% por superficie clinica. 'a' indica
a % de maior valor; 'b' a % de menor valor.
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Relativamente as amostras MSSA positivas, o grau de significancia estatistica foi de p =
0.001. A cuspideira, com 59.3%, representa a superficie do equipamento com maior
percentagem de amostras com MSSA positivo, ndo apresentando diferengas significativas
relativamente ao brago da cadeira (47.5%). No entanto, apresenta diferengas significativas em
comparag¢do com: a luz (33.9%); o tabuleiro (22.0%); o encosto de cabega (39.0%) e a seringa
de ar/agua (33.9%).

Como superficie do equipamento com menor percentagem de amostras MSSA positivo temos
o tabuleiro (22.0%), que difere significativamente do encosto de cabeca (39.0%), da
cuspideira e do brago da cadeira, mas ndo difere da luz (33.9%) e da seringa de ar/dgua
(33.9%) (tabela 8).

Tabela 8. Contagem e percentagem de amostras MSSA por superficies do equipamento de
medicina dentéria.

MSSA
Negativo Positivo
n %0 n %0
- - Luz o 39.1 66,1% 20, ¢ 33,9%
2 g Cuspideira 24, 40,7% 35, 59,3 %
i:j £ Tabuleiro 46, 78,0% 13, 22,0%
= §- Encosto de cabeca 36, 61,0% 23y 39,0%
v%; g Brago da cadeira 31, 52,5% 2841 47,5%
Seringa de ar/agua 391 66,1% 20, ¢ 33,9%
Total de amostras 215 60,7% 139 39,3%

a, b e ¢ diferentes significativamente. 'a'= o de maior valor; 'b'= o de maior valor seguinte e 'c' o de
menor valor

100,00% /\

80,00% RSA MSSA
60,00%
40,00%
20,00%
0,00%

Cabeceira .
Apoio de

brago

Seringa de
ar/4gua

Figura 10. Percentagens de amostras positivas MRSA/MSSA por superficies do equipamento de
medicina dentaria (baseado nos dados das tabelas 7 ¢ 8).
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IV — DISCUSSAO

Do total de amostras recolhidas (354), a percentagem de amostras positivas para MRSA foi de
17,5% e para MSSA de 39,3%. As amostras negativas para MRSA/MSSA correspondem a
55,6%. (197 amostras). Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de Faden (2018) em
que foi observada uma percentagem de contamina¢do por MRSA de 11%. No entanto, esse

estudo ndo analisou a presenca de MSSA.

Verificou-se uma contaminagdo por MRSA de apenas 5,9% antes do atendimento de paciente
e de 14,1% para MSSA. Recolhas realizadas ap6s o atendimento do paciente, mostraram um
aumento de contamina¢do por MRSA para 11,6% e por MSSA para 25,2%. Estes resultados
permitiram confirmar, que de facto, existe um aumento significativo da presenca de amostras
contaminadas tanto por MSSA como por MRSA apoés o atendimento de pacientes, o que vai
de encontro aos resultados de outros estudos publicados (Williams et al., 2003; Petti et al.,
2012; Faden, 2018; Kobza et al., 2018). Motta et al. (2007) analisaram seis superficies de
clinicas dentarias, também antes durante e apos atendimento de paciente e detetaram um
aumento da quantidade de MSSA durante o atendimento. No entanto, s6 2% das amostras por

eles recolhidas foram positivas para MRSA (Motta et al., 2007).

Alguns estudos analisaram ainda a presenca destas estirpes nas superficies ao longo do tempo,
verificando uma diminui¢do drastica: nos 15 min apds exposi¢do ao ambiente e sem limpeza
estes estudos observaram um decréscimo de cerca de 90% da contaminagdo. No entanto, estas
estirpes podiam ainda ser detetadas num periodo de 4 meses (Roberts et al., 2011; Petti et al.,
2012). Do mesmo modo, o estudo de Motta et al. (2007) detetou uma quantidade menor de

contaminagdo por estas estirpes apds atendimento em relagao a durante o atendimento.

Na andlise quantitativa de colonias presentes nos meios de cultura, foram observadas
maioritariamente placas com menos de 5 coldnias correspondendo a 92% para MRSA e 88%
de MSSA, o que demonstra um baixo nivel de contaminagdo. Estes resultados estdo de acordo
com outros estudos que observam a maior parte de resultados para MRSA com menos de 10
coldnias (Petti et al., 2012) e menos de cinco coldnias por meio de cultura (Decraene et al.,

2008). Estes estudos ndo fazem referéncia a estirpe MSSA.

A clinica de Pacientes Especiais correspondeu a area de atendimento com maior percentagem

de amostras MRSA e MSSA positivas com 41,7% e 58,3% respectivamente e a clinica de
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Odontopediatria correspondeu a area de atendimento com menor percentagem de amostras
MRSA e MSSA positivas com 8,3% e 20,8% respectivamente. No entanto, a andlise
estatistica nao revelou diferencas significativas entre areas de atendimento. Faden (2018)
considerou o departamento de cirurgia oral o mais relevante em relagdo a pesquisa de MRSA
enquanto Roberts er al. (2011) referiu a existéncia de amostras positivas MRSA numa
unidade de cuidado dentério no Japao, numa unidade de emergéncia dentaria no Brasil e numa
unidade de cirurgia oral em Londres (Roberts et al., 2011; Petti e Polimeni 2012; Faden,
2018). Khairalla ef al. (2017) apontaram como areas de atendimento com maior prevaléncia
de MRSA os departamentos de Prostodontia (2,3%), de Periodontologia (1,9%), de
Dentisteria (1,8%) e de Cirurgia Oral (0,98%), sendo o departamento de Endodontia o que
apresenta menor contaminagdo (0,60%) (Khairalla er al., 2017). No estudo de Motta et al.

(2007) a especialidade de Odontopediatria revelou ser a area clinica com maior contaminagao.

Em relacdo a superficie do equipamento analisada com maior contaminacao, a cuspideira
correspondeu ao local da clinica com maior percentagem de amostras MRSA e MSSA
positivas com 27,1% e 59,3% respectivamente, no entanto nao revelou diferengas
significativas relativamente ao brago da cadeira (MRSA - 22,0%; MSSA - 47,5%) e ao
encosto de cabeca (MRSA - 25,4%; MSSA - 39,0%). O tabuleiro, a luz e a seringa de ar/agua
apresentaram as menores percentagens de contaminacdo para as duas estirpes. A literatura
varia conforme as superficies analisadas: Faden (2018) apresenta resultados semelhantes,
observando maior presenca de amostras positivas nos registos médicos do paciente em papel,
seguido do brago da cadeira, cuspideira e encosto de cabega; a luz e o tabuleiro correspondem
as duas das superficies menos contaminadas (Faden, 2018). Por outro lado, Roberts et al.
(2011) encontrou em 4 das 7 clinicas analisadas amostras de MRSA positivo na cadeira, no
chdo e na seringa de ar/agua (Roberts er al., 2011). Kurita et al. (2006) encontrou amostras
positivas no brago da cadeira e na seringa de ar/dgua (Kurita et al., 2006). Williams et al.
(2003) apresentou como superficies mais contaminadas o chao, o encosto de cabega, a luz e
ainda a farda de trabalho (Williams et al., 2003). No estudo de Horiba ez al. (1995) ndo foram
encontradas amostras MRSA positivas, no entanto foi detetada MSSA na cadeira, em
amostras retiradas do ar e no chdo (Horiba et al., 1995). Petti et al. (2015) encontrou amostras
positivas no sistema de pressdo de ar, na cadeira, na luz, na seringa de ar/dgua e em amostras
do ar (Petti et al., 2015). Negrini et al. (2009) apresenta como resultados MRSA positivos a
mesa auxiliar e a sala de arrumagdes numa clinica de odontopediatria (Negrini et al., 2009).

No estudo de Khairalla ez al. (2017), tendo em conta as superficies analisadas, a cadeira de
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dentista, os equipamentos rotatorios de trabalho e a cuspideira revelaram a maior prevaléncia
para MSSA com 8%, 7,1% e 6,2% respectivamente. Para as amostras MRSA positivas, este
estudo revelou que a cadeira de atendimento e a cuspideira foram as superficies mais
contaminadas, ambas com 8,82%. Por outro lado, a luz do equipamento (com cerca de 2,9%)
representou a superficie menos contaminada (Khairalla et al., 2017). Motta et al. (2007)
revelou uma maior contaminag¢ao por MSSA nos botdes da cadeira de atendimento, na luz da

cadeira e na seringa de ar/agua durante os procedimentos clinicos.

A principal limitacdo de metodologia deste estudo foi o nimero de recolhas que deveria ter

sido semelhante nas diferentes areas de atendimento.

V — CONCLUSAO

Apesar da percentagem de Staphylococcus aureus resistente a meticilina estar a diminuir em
Portugal, ainda apresenta um valor alto (39,2% em 2017) sendo considerado um dos paises

com percentagem mais elevada da Europa.

Verificou-se que a percentagem de amostras contaminadas para MRSA foi de 17,5%,
consideravelmente menor do que em relagio ao MSSA em que 39,3% correspondem as
amostras positivas. As amostras negativas para MRSA/MSSA correspondem a 55,6% da

amostragem total.

Das 157 amostras contaminadas totais (44,4%), 18 sdo amostras apenas contaminadas por
MRSA (5,1%), 95 sdo amostras apenas contaminadas por MSSA (26,9%) e 44 amostras sdo
contaminadas simultaneamente por MRSA e MSSA (12,4%).

Dos 17,5% MRSA positivos, 5,9% correspondem a amostras recolhidas antes do atendimento
clinico e 11,6% apos atendimento. Dos 39,3% MSSA positivos, 14,1% correspondem as

amostras recolhidas antes do atendimento clinico e 25,2% ap6s atendimento.

E importante realgar que a analise quantitativa de coldnias positivas de MSSA/MRSA revelou
um baixo nivel de contamina¢do, uma vez que se destacaram amostras com numero de

colonias igual ou inferior a 5.
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A clinica de Pacientes Especiais revelou ser a area de atendimento com maior percentagem de
contaminag¢do tanto para MRSA (41,7%) como para MSSA (58,3%), podendo ser explicado
pela maior debilidade da saude dos pacientes e pela diversidade de tipos de tratamento
efetuados nesta clinica. A clinica de Odontopediatria, por outro lado, revelou ser a area de
atendimento com menor percentagem de contaminacdo tanto para MRSA (8,3%) como para

MSSA (20,8%).

As trés superficies com maior percentagem de contaminacdo por MRSA/MSSA sdo a
cuspideira, o encosto de cabeca e o brago da cadeira, que representam trés superficies com
contacto direto com o paciente. Estes resultados podem indicar que os pacientes sao uma
possivel porta de entrada para estas estirpes, contribuindo para a contamina¢do cruzada em

clinica dentéria.

A percentagem de amostras positivas MRSA/MSSA depois do atendimento de pacientes
aumenta significativamente em relacdo a percentagem antes do atendimento. Estes resultados

vém dar suporte ao referido anteriormente.

Para além do contacto direto também a presenga de aerossodis contribui para a contaminagao,
pelo que se recomenda a protecao individual e das superficies bem como a sua desinfe¢ao no

final de cada consulta.

Este estudo permitiu verificar que as medidas de controlo de infe¢do praticadas nas clinicas

sdo eficazes.
Como sugestio para estudos futuros:

e A andlise de mais superficies das clinicas dentarias como o rato/teclado do
computador e aparelho de raio-X por exemplo bem como recolha dos aerossois.

e A analise da proveniéncia das estirpes MRSA e MSSA, fazendo colheitas de amostras
dos pacientes e profissionais de satide, com recolhas do nariz e da pele dos mesmos.

e A pesquisa de MRSA nasais nos estudantes de medicina dentaria, antes, durante e
ap6s um semestre de atendimento clinico a pacientes.

e A avaliagdo com antibiogramas/identificagdo de genes de resisténcia a antibidticos
das amostras recolhidas, seria também importante para dar continuidade a este estudo,
a fim de investigar a susceptibilidade antibiotica das estirpes analisadas, para auferir

maior certeza na prescri¢ao antibidtica futura.
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Figura 1. Evolugao da percentagem de MRSA entre 2014 ¢ 2017 em
Portugal.

Tabela 1. Distribuicao da amostragem por area de atendimento.

Areas de atendimento Contagem (n) Percentagem (%)
Clinica Integrada 144 41%
Prostodontia 66 19%
Periodontia 54 15%
Cirurgia 54 15%
Odontopediatria 24 7%
Pacientes Especiais 12 3%
Total 354 100%

Tabela 2. Contagem e percentagem de MRSA em equipamento antes e apos

atendimento.
MRSA
n Yo
Antes do atendimento 21 59
Positivo
Depois do atendimento 41 11,6
Antes do atendimento 159 449
Negativo
Depois do atendimento 133 37,6
Total 354 100%

21




Tabela 3. Contagem e percentagem de MSSA em equipamento antes e apds

atendimento.
MSSA
n %

Antes do atendimento 50 14,1
Positivo

Depois do atendimento 89 25,2

Antes do atendimento 130 36,7
Negativo

Depois do atendimento 85 24

Total 354 100%

Figura 8. Visualizagdo dos produtos de PCR ao gene mecA. M-marcador de peso molecular
(DNA fago lambda cortado com Hind III); C-controlo (MRSA); A-amostra.
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Figura 11. Superficie A-Luz da Box Figura 12. Superficie B-Cuspideira com
com o desenho da recolha da amostra. 0 desenho da recolha da amostra.

Figura 13. Superficie C-Tabuleiro com o Figura 14. Superficie D-Encosto de cabeca
desenho da recolha da amostra. com o desenho da recolha da amostra.

e - AL

Figura 15. Superficie E-Braco da cadeira Figura 16. Superficie F-Seringa de ar/agua
com o desenho da recolha da amostra. com o desenho da recolha da amostra.
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