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RESUMO

  A  presença de infecção em feridas retarda o processo de cicatrização. Os  principais microrganismos isolados são Staphylococcus  aureus e Pseudomonas aeruginosa.

  Objetivo: analisar o perfil fenotípico  e genotípico de cepas de Staphylococcus  aureus em lesões crônicas de pacientes ambulatoriais tratadas com hidrogel  a 2% ou poliuretano. Tal análise dará subsídios para a decisão do tratamento  adequado e maior rapidez no processo de reparo tecidual. 

  Método: Pesquisa descritiva  com abordagem quantitativa, por meio da  coleta de espécime clínico das lesões por swab com cultura bacteriana, identificação e caracterização molecular.

  Descritores: Úlcera; Infecção dos  Ferimentos; Staphylococcus Aureus;  Enfermagem.



 

SITUAÇÃO PROBELMA E SIGINIFICÂNCIA


  O S.  aureus é um dos microrganismos mais prevalentes em lesões(1). Entretanto,  a identificação do agente etiológico apenas por sinais e sintomas clínicos é  difícil devido à grande quantidade de microrganismos que podem ser isolados em  culturas(1). A utilização de métodos fenotípicos e, principalmente,  genotípicos para determinar a presença microbiana e avaliar o perfil de  suscetibilidade a antimicrobianos e genes de virulência em bactérias presentes  em feridas crônicas permite nortear um tratamento adequado.

 

HIPÓTESE


    Os Staphylococcus aureus presentes  nas feridas crônicas apresentam  diferentes perfis de resistência antimicrobiana.

 

OBJETIVOS


  Objetivo geral: analisar o perfil fenotípico  e genotípico de cepas de Staphylococcus  aureus em lesões crônicas de pacientes ambulatoriais tratadas com hidrogel  a 2% ou placa de poliuretano. Objetivos específicos: identificar cepas de S. aureus nas lesões crônicas utilizando  métodos fenotípicos e genotípicos; determinar a suscetibilidade desses  microrganismos aos antimicrobianos e biocidas comumente utilizados; detectar a  presença dos genes mecA e pyl utilizando PCR (reação em cadeia da  polimerase); verificar a diversidade genética das cepas detectadas por meio do  PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis);  avaliar a influência do hidrogel a 2% ou poliuretano nas lesões dos pacientes  colonizados, contaminados ou infectados com S. aureus. 

 

MÉTODO


  Pesquisa descritiva, com abordagem  quantitativa, realizada no Ambulatório de Reparo de Feridas do Hospital Universitário  Antônio Pedro (HUAP/UFF) e Policlínica Comunitária da Engenhoca.  A população atendida no Ambulatório é de 186  pacientes por ano(2). A amostra será determinada por conveniência,  com 70 pacientes ou quatro meses de coleta (novembro de 2014 a fevereiro de  2015), o que for alcançado primeiro.   Critérios de inclusão: idade acima de 18 anos; apresentar lesão tissular  crônica; usar hidrogel a 2% ou poliuretano na lesão. Critérios de exclusão:  apresentar lesão(ões) crônica(s) com área menor que 3cm2 ou com  apenas necrose no leito; usar medicamentos imunossupressores. Critério de  descontinuidade: mudar de produto durante os 15 dias entre as coletas do  primeiro e do segundo swab.


  A coleta de dados é obtida em duas consultas de  enfermagem (D0 e D15), com registro dos dados dos pacientes: identificação,  clínicos, descritivos da lesão, cálculo da área da ferida por planimetria e  fotografia. A análise microbiológica será realizada no Laboratório de Controle  Microbiológico (LCM) da Faculdade de Farmácia e acontecerá por meio da semeadura do swab em Manitol Salgado (Difco). Após a incubação, colônias  sugestivas de S. aureus serão  submetidas aos testes de coloração de Gram, catalase, coagulase, testes de  disco difusão e da determinação da concentração mínima inibitória conforme  Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).


  A  avaliação de genes ocorrerá por PCR. Os amplicons serão submetidos à eletroforese  em gel de agarose 1,5%, corados com brometo de etídio e  visualizados sob luz ultravioleta. Para avaliação da diversidade clonal das  cepas encontradas será realizado o PFGE utilizando o sistema CHEF-DR III. 


  A  análise estatística será em etapas. Primeira etapa: tabulação dos dados  clínicos das feridas em planilhas no software Microsoft Excel (Número de série  KGFVY-7733B-8WCK9-KTG64-BC7D8); avaliação da normalidade pelo teste de  Shapiro-Wilk (amostra menor que 50 sujeitos) ou Kolmogorov-Smirnov (amostra  maior que 50 sujeitos) e análise por estatística descritiva no software BioStat  5.3 (licença de uso gratuita). Segunda etapa: correlações da carga microbiana  usando Pearson (dados normais) ou Spearman (dados não normais); resistência a  antimicrobianos; genes determinantes dessa resistência. Nível de significância  de 0,05.


  Para analisar se diferentes cepas de S. aureus infectam ou colonizam a mesma  ferida, realizou-se um pré-teste com ensaios de amplificação polimórfica  DNA-PCR (RAPD-PCR) com primer 125 (5’-CCGCAGCCAA-3’) de diferentes colônias a  partir do isolamento bacteriano de um mesmo paciente. Os produtos foram  analisados por corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5% (70V por 2h)  para duas amostras determinadas por conveniência (cinco diferentes colônias  obtidas a partir do isolamento primário de dois pacientes - Fig 1). Por meio  desta análise, observamos que 75% das colônias isoladas do paciente 1  apresentaram o mesmo perfil genético, sugerindo tratar-se de um único clone. Na  colônia 1.1 não houve amplificação, provavelmente devido à falha na obtenção do  DNA da amostra. No paciente 5, os perfis genéticos são semelhantes em 60% dos  casos. Assim, acredita-se que o isolamento e identificação de apenas uma única  colônia será representativo da população de S.  aureus da lesão.






  
    	Figura 1: Resultado da  corrida eletroforética. Niterói, 2015. 
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