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RESUMO

As bactérias resistentes podem estar inseridas no ambiente hospitalar e funcionam como indicador de qualidade dentro do
servico de satide, uma vez que a transigao facilitada dessas bactérias pelas superficies e maos dos profissionais contribui para uma
disseminagdo nos hospitais, atingindo pacientes que se encontram com baixa imunidade, levando por sua vez, a uma infec¢ao
por transmissio cruzada. Esta pesquisa aborda trés (3) tipos de micro-organismos: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), KPC e Pseudomonas resistente a carbapenémicos, e tem por objetivo avaliar a microbiota normal das méaos de profis-
sionais da satde e superficies inanimadas além dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana, de um hospital 100% SUS.
As amostras foram coletadas e incubadas em caldo BHI (brain heart infusion) - suplementado com discos de Meropenem (10ug)
e Cefoxitina (30ug) - a 37°C por 24h. Apds a incubagéo, as amostras foram cultivadas em dgar Sal Manitol e 4gar MacConkey.
No total foram coletadas 124 swabs, sendo encontrado S. aureus resistente a oxacilina (MRSA), Pseudomonas flurescencens e
Enterobacteria sendo constatada uma incidéncia de 25% com multirresisténcia. A avaliagdo desses mecanismos de resisténcia
é uma ferramenta importante que auxilia nas medidas de conscientiza¢do, a fim de minimizar a transmissdo cruzada entre
profissionais e pacientes, por meio das maos e superficies inanimadas.

Palavras chave: MRSA; Pseudomonas sp; Infec¢io Hospitalar

2050, devido ao uso indiscriminado de antibidticos e conse-

INTRODUCAO

No Brasil, entre 23 mil a 30 mil ou mais mortes por ano
estdo associadas a infec¢des por bactérias multirresistentes.' A
resisténcia 4 antibidticos é uma preocupa¢io mundial, porque
teme-se que algumas doengas que ja estdo erradicadas possam
reaparecer e voltar a matar cerca de 10 milhdes de pessoas até

quentemente proporcionando resisténcia bacteriana.

Em 1847, o médico Hungaro Ignaz Philip Semmelweis,
observou elevados indices de febre puerperal, e comegou a re-
lacionar esta infec¢do com a lavagem das méos. Como medida
de impacto ele instituiu a obrigatoriedade da higienizac¢do das
maios, e adotou o uso de sabdo, escovas e acido cloridrico para
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assepsia das maos dos médicos, entre um atendimento e outro
de paciente. A partir desse momento, foi possivel evidenciar uma
reducio drastica da taxa de mortalidade materna, comprovando
que a lavagens das maos entre o contato com os pacientes pode
reduzir indices de infec¢des associadas a assisténcia a saude.’

Dados da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria
(ANVISA) demonstra que 77,4% das infec¢des hospitalares
sdo causadas por bactérias resistentes aos Carbapenémicos.
Esta familia de antibidticos é uma das dltimas opgdes de
tratamento, em muitos hospitais, nos casos de infecgoes graves
e, quando a bactéria se torna resistente, praticamente nio resta
alternativa para o tratamento.*

De acordo com a Organiza¢ao Mundial da Satide (OMS)
e a ANVISA,® a higienizag¢do das maos é reconhecida como
uma medida simples, eficaz e de baixo custo para redugido das
infecgdes relacionadas a assisténcia de saude (IRAS). O Centro
de Controle e Prevengido de Doengas - (CDC, Centers for Dise-
ase Control and Prevention), a partir de 1975, normatizou guias
e diretrizes acerca da pratica de higiene das méos, tornando
necessaria sua utilizagao.

A RDC n°. 50 de 2002 da ANVISA,® destaca sobre
normas de projetos fisicos e, ressalta a necessidades de la-
vatdrios/pias em ambientes assistenciais de satide, além de
destacar a importancia da higienizacdo das maos. Apesar
desta normativa, evidéncias apontam que o cumprimento da
pratica é inferior a 50%. De acordo com essa porcentagem, a
baixa adesdo da higieniza¢do das maos muitas vezes ocorre por
esquecimento, ressecamento, lesdes de pele, excesso de ativi-
dade ou tempo insuficiente, problemas nas estruturas fisicas,
falta de insumos, e a substitui¢do por preparagio alcodlica.

As maos sdo as principais ferramentas dos profissionais
de satde, pois sao as executoras das atividades de assistén-
cia, por este motivo a seguranca do paciente depende da
higienizagdo correta e frequente do profissional da saude,
para prevengdo e redugdo da transmissio cruzada, reduc¢do da
morbimortalidade, e também impacto nos custos associados
ao tratamento de quadro infeccioso.

Existe” o risco de uma falta de antibiéticos para tratar
infec¢bes por micro-organismos multirresistentes (multi-R) e
as infec¢des emergentes atualmente sdo causadas por MRSA
(do inglés: Methicilin resistan Staphylococcus aureus), ERC’s
(Enterobactérias resistentes a carbapenémicos) e Pseudomonas
aeruginosa multi-R.

Define-se como resisténcia bacteriana® um conjunto de
acoes relacionadas aos mecanismos de adaptagdo das bactérias
contra os efeitos nocivos ou letais aos quais estes microrganis-
mos estdo sendo submetidos. A resisténcia aos agentes anti-
microbianos, estd relacionada pelo uso indiscriminado desses
medicamentos e a fatores relacionados as bactérias. Neste
enfoque, considerando o grande nimero de infecgdes causadas
por multi-R assim como o alto nivel de transmissao através da
microbiota normal dos funciondrios, fato este que justifica a
realiza¢do dessa pesquisa a fim de determinar a busca e presen-
¢a de bactérias multirresistentes que podem colonizar as maos
e superficies hospitalares.

Assim, a higienizagao das maos ¢ o fator de maior eficacia
para remogao de microrganismos e a execugdo correta desse
procedimento, por quem presta o cuidado ao paciente, e que
responde diretamente na qualidade do servi¢o de satde.
Ainda, essa proposta possibilita o questionamento do tema,
contribui para a avaliagdo, atualizagdo e aperfeicoamento
do planejamento de agdes de interven¢do ja existentes
neste ambiente hospitalar. Além disso, podera contribuir
para minimizar duvidas ainda existentes, e, estimular a
conscientizacdo da equipe perante a seguranga do ambiente
por meio de capacitagdes, e, atualizagdo de um Procedimento
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Operacional Padrdo (POP) de vigilancia das méos e superfi-
cies, além de estabelecer o envolvimento dos profissionais,
buscando sua motivagao, para se atingir o objetivo proposto.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo quase-experimental, porque ndo
apresentam caracteristicas determinantes como um grupo
controle ou randomizacio. E transversal prospectivo, de carater
quantitativo e qualitativo, porque observa e analisa um nimero
determinado de dados em um periodo, possibilitando a validagao
de conhecimentos, controle e prevengao de acontecimentos.

A pesquisa busca Staphylococcus aureus resistente a metici-
lina (MRSA), KPC e Pseudomonas resistente a carbapenémicos. A
amostra foi composta exclusivamente pelos swab’s das maos dos
profissionais de satde somados aos swab’s coletados a partir de
superficies inanimadas de um hospital e UPA 100% SUS. As cole-
tas foram delineadas por dreas, seguindo um cronograma - POP.

Assim, foram incluidos na pesquisa todos os profissionais
da saude, como médicos, enfermeiros, residentes, técnicos,
funciondrios da higienizagdo, funcionarios da nutrigdo que
estiveram executando suas atividades laborais no momento
da coleta. Foram excluidos da pesquisa profissionais que
estiverem com lesdo no espaco interdigital, académicos. As
coletas de swab’s dos trabalhadores da saude e de superfi-
cies do cendrio hospitalar ocorreram em novembro de 2020.

Foram coletados material de todos os funciondrios
considerando a fun¢ao dos profissionais e espacos de atuagéo.
As amostras foram coletadas em swab com meio de transporte
Stuart® e enviadas ao laboratério 115 (de microbiologia da
Universidade Franciscana - UEN), prédio 4, Conjuto I, respei-
tando o tempo minimo de 24 horas em temperatura ambiente
e 72 horas sob refrigeragdo, assim serd conservada a sua esta-
bilidade minima.

No laboratério as amostras foram inoculadas em meio liquido
caldo infusdo cérebro coragdo BHI (contendo um disco de mero-
penem (10 pg) ou de cefoxitina (30 pg) a 10 ml de caldo antes do
uso. Em sequéncia, foram incubadas em estufa por 18 a 24 horas
a 37 °C. Posteriormente, foi realizado o repique (técnica de esgo-
tamento) em meio solido de cultura 4guar MacConkey e Manitol.
Sob a superficie do meio MacConkey foram adicionados discos de
ertapenem no inicio e final das estrias em meio ja semeado.

A identificagdo ocorreu por testes fenotipicos e de
sensibilidade das colonias com morfologias distintas, que es-
tivessem dentro de um halo com didmetro igual ou menor que
27 mm ao redor do disco de ertapenem. Enterobactérias com
diametro de halo de inibigdo igual ou menor que 22mm para
imipenem e/ou meropenem, e 24mm para ertapenem em Mul-
ler Hinton foram submetidas ao teste fenotipico da detecgdo de
KPC, seguindo a nota técnica 01/2013 da ANVISA.®

Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se ferra-
mentas adequadas, como Test T ou ANOVA de uma via segui-
do pelo teste Post Hoc Tukey quando apropriado. Os resultados
foram considerados estatisticamente significantes com p<0,05.

Em relagdo a pesquisa de Resistencia KPC e NDM, foi
realizado a extracdo do DNA das amostras, preparo do mix
de PCR, foi utilizado um termociclador do tipo PROFLEX™
PCR SYSTEM com as temperaturas de desnaturagao inicial
de 95°C por 15 min. Desnaturagao ciclagem de 94°C por 1
min, temperatura de Anelamento a 54°C por 1 min, Extensao
72°C a 1 min, Extensao final 72°C por 10 min. e por fim
para manter a reagio estavel utilizou-se uma temperatura de
4°. foi utilizada a sequéncia de primers F: 5’ATGTCACTG-
TATCGCCGTCT 3%, e R: 5 TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
3’, a partir da ferramenta BLAST do NCBI, com tamanho do




amplicon em 893pb. porém em outros materiais inanimados como talheres e pratos,
A pesquisa foi aprovada pela Comissdo Cientifica da  somando 6 swab's. Na unidade Sao José foram coletadas 13 swab's

Instituicao hospitalar. de variadas superficies. No Bloco Cirurgico dentro da sala 3 de
cirurgia, foram feitas 5 coletas de Swab's. Na UPA 24hrs obteve-
RESULTADOS -se um numero amostral de 6 swab's. Assim no total foram

coletados 31 swab's de superficies na Area (2). Reforcando que

Em relagdo as coletas de superficies, segue as tabelas nas tabelas abaixo sé foram incluidos os resultados com BHI po-
com o perfil de resisténcia dos microrganismos isolados. Ao  sitivos, os negativos foram descartados e nao foram representados
todo foram coletados 124 swabs sendo 2 tipos de bactérias em nenhuma das tabelas.
com relevancia clinica os MRSA e Pseudomonas flurescencens. Na tabela 3 foram coletadas da Maternidade Santa
Dessas bactérias foram trés Pseudomonas flurescencens que Isabel 15 swab's. No CO-Centro Obstétrico foram 13 swab's.
apresentaram resisténcia aos Carbapenémicos, sugere-se que No Bloco cirtrgico dentro da sala (2) foram coletadas 5
seja pela Bomba de efluxo, uma vez que o teste de PCR para swab’s; totalizando a drea 3 com 33 swab's de superficies
KPC e NDM foram negativos. inanimadas.

Na tabela 1, tem-se a coleta de microrganismo em super- Em relagdo as coletas de swabs das maos, segue as tabelas
ficies inanimados das unidades de Nutri¢do com 14 swab's; na  com o perfil de resisténcia dos microrganismos isolados. Neta
unidade Santa Clara com 17 swab's, totalizando assim a Area  tabela foram um total de 30 swab's das méaos de trabalhadores
(1) com 31 swab's de superficies coletadas das diversas unidades hospitalar que estavam ali presentes e se

Na tabela 2, repetiu-se a coleta na unidade de Nutri¢io, enquadravam nos pré-requisitos para pesquisa.

Tabela 1. Coleta de Swab de materiais inanimados conforme areas. Santa Maria, RS, 2020.

Area (1) - Nutricao BHI MC Manitol Coag. IMP MER CFX

Mesa de manipulacdo de alimentos (+) (+) ) N/A R R Pseudomonas flurescencens

Bandeja de inox (+) (+) (=) N/A S R Pseudomonas flurescencens

Bandeja de inox (+) (+) (=) N/A S R Pseudomonas flurescencens
N/A S S Enterobactéria

Bandeja de inox 4 (+ (+) (=) N/A S R Photobacterium damselae (Bac. Ambiental)

Pia e cuba de manipulagdo de alimentos (+) (+) (-) N/A S S Enterobactéria

Area (1) - Unidade Santa Clara

Teclado do computador (+) () (+) ) N/A N/A S Staphylococcus Coagulase (-)

Bancada de enfermagem (+) (-) (+) (-) N/A N/A S Staphylococcus Coagulase (-)

Bandeja de Medicagdo -1 (+) () (+) ) N/A S Staphylococcus Coagulase (-)

Bomba de dieta - registro 0013 (+) () (+) () S Staphylococcus Coagulase (-)

Masa auxiliar do leito 410 - cama 410A (+) ) (+) ) S Staphylococcus Coagulase (-)

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 2. Coleta de Swab de materiais inanimados conforme areas. Santa Maria, RS, 2020.

Area (2) - Unidade de sdao José - 500 BHI MC Manitol Coag. IMP MER CFX

Teclado do computador (01) proximo a parede  (+) Bac. Ambiental

Teclado do computador (02) préximo a porta (+) Bac. Ambiental
+)

Bancada de enfermagem + Stafilococcus coagulase (-)
(+) (+) (=) R Enterobactéria

Badeja de medicacdo -1 Bac. Ambiental
Badeja de medicacéo -2

Mesa auxiliar do leito 5002

=z
w
w

Bac. Ambiental
(+) (+) (=) S S R Stafilococcus coagulase (-)
Bac. Ambiental

2z

Mesa auxiliar do leito 5058 Bac. Ambiental

=z

Pia da unidade do posto de enfermagem (+) (+) S S Pseudomonas flurescencens
2 coldnias S S Pseudomonas flurescencens

Area (2) - Bloco cirdrgico - sala 3

Mesa auxiliar de cirurgia (+) -) ) Bac. Ambiental

Area (2) - UPA 24h

Mesa que vai até o paciente - 1 (+) (+) ) S Stafilococus coagulase (-)

Mesa que vai até o paciente - 2 (+) (+) (+) (=) S Stafilococus coagulase (-)

S S 2° colénia : Enterobactéria

Pia da unidade sala de medicacdo (+) (+) S S Pseudomonas flurescencens
2 coldnias S S 2° colénia : Enterobactéria

Teclado 01 UPA (+) (=) (+) (+) N/A N/A R Stafilococus aureus - MRSA

Teclado proximo a parede UPA Bac. Ambiental

=z

Fonte: dados da pesquisa
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Tabela 3. Coletas de Swab na Unidade Santa Isabel. Santa Maria, RS, 2020.

Area (3) - Maternidade Santa Isabel BHI MC
Mesa auxiliar do leito 308 () +)
Pia do posto de enfermagem (+) (+)

Enterobactéria
Enterobactéria

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 4. 30 Swabs no total. Santa Maria, RS, 2020.

Identificacdo BHI MC Lactose Manitol Calatase

Identificacdo

Funcionario 3
Funcionario 5
Funcionario 6
Funcionario 2

z

=z

¥

Stafilococcus coagulase (-)
Stafilococcus coagulase (-)
Enterobactéria

Fonte: dados da pesquisa

N° Absoluto
N w B v a

[u

N° de isolados (+) em BHI

m Nutri m Santa Clara m Sdo josé

Grafico 1. Dados relacionados ao total por setor. Santa Maria, RS, 2020
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Grafico 2. Dados relacionados ao total por multirresisténcia. Santa Maria, RS, 2020.
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DISCUSSAO

10 colénias .\"‘\

isoladas em ‘\\
Manitol

Fluxograma 1. Swab's de superficies.

Fluxograma swabs de superficies

A bomba de efluxo" é um mecanismo comum nas bacté-
rias Gram negativas, esse tipo de resisténcia pode ocorrer tanto
em Gram-negativos quanto Gram-positivos, assim a bomba de

Bactérias ambientais -
Descartado

Fluxograma 2. Swab's das maos.

Nesta pesquisa, foi verificada uma incidéncia de 1,2%
de MRSA (Staphylococcus aureus resistente & meticilina). Nos
swabs de superficies, este resultado se diferencia da pesquisa
feita por Rodrigues' onde foi isolada 13,3% de MRSA nos
botdes de elevadores em um hospital de rede privada em
Brasilia. O tempo da pesquisa acima elencada se assemelha a
esta, o formato da pesquisa foi outro uma vez que Rodrigues"
utilizou primeiramente o dguar sangue, depois coloragio de
Gram, e depois os testes bioquimicos como catalase e coagula-
se, somente as colonias que se apresentaram positivas para os
dois testes foram isoladas em placas Agar Manitol. Esse fato
torna a pesquisa evidenciada diferente desta que foi isolado em
manitol e depois realizados os testes bioquimicos, coagulase

— UPA 24hrs

efluxo é capaz de expulsar algumas classes de firmacos para
fora, promovendo uma resisténcia aquele antimicrobiano,
diferente da KPC que apresenta resisténcia a todo um grupo
de farmacos.

-

para diferenciagdo de S. aureus de S. coagulase negativa, e o
teste de catalase para diferenciacao de Streptococo e Stafilococo.

Rocha'?realizou uma pesquisa sobre os mecanismos de
resisténcia em superficies e hemoculturas em um hospital de
Pernambuco (PE), e apresentou um percentual de 5% de amos-
tras positivas para S. aureus, em comparacdo a esta pesquisa
que foi identificado 3 amostras com Manitol positivo, sendo
possivel observar a cor amarela sugerindo a colonizagdo por
S. aureus, porém no teste de coagulase apenas 1 foi positiva
e resistente a CFOX, identificada como MRSA. Rocha'?ainda
avaliou os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos
por PCR, como o descrito nesta pesquisa, mas na pesquisa
de Rocha'?foi encontrado mecanismos de resisténcia do tipo
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OXA em dois (13,3%) dos isolados, diferentemente da pesquisa
deste trabalho onde ndo foram identificados mecanismos de

resisténcia do tipo KPC e NDM nas bactérias Gram negativas
do tipo Pseudomonas sp.

Avaliando a pesquisa de Lima'® que pesquisou bactérias
em teclados de computadores de uma institui¢io de satde
privada em Recife, foram isolados Staphylococcus coagulase
negativa, e identificados através da prova de coagulase o que
demonstrou que nio houve formagido de codgulo, e prova da
catalase com formagdo de bolhas ao contato com o peréxido
de hidrogénio. Ainda, a porcentagem de isolados por Lima®
chega a 23% enquanto aqui se obtém uma porcentagem bem
inferior de 8,9% de bactérias do tipo S. coagulase negativa.

Segundo a CDC a propor¢do de MRSA - Staphylococcus
aureus resistentes & meticilina, no Brasil estdo entre 40% a 80%
dos pacientes em UTIs. Essas infec¢des podem levar a quadros
mais graves como bacteremia, pneumonia, osteomelite, endo-
cardite, miocardite, pericardite e meningite. O mecanismo de
resisténcia ocorre pela aquisi¢do do gene mecA (carreado por
um elemento genético mével) que proporciona uma alteragdo
nas proteinas ligadoras de penicilina (PBP) fazendo com que a
meticilina e os compostos penicilinase-resistentes tenham bai-
xa afinidade pelo local de ligagdo na bactéria tornando assim
0s MRSA resistentes a todos os betas- lactdmicos.

Renner' realizou uma pesquisa também no Rio Grande
do Sul, em uma UTT adulta de uma unidade hospitalar, entre as
45 superficies amostradas detectou-se crescimento bacteriano
em 84,4%, sendo 42% de Staphylococcus coagulase negativa,
37% de S. aureus, 3% de Enterococcus. Em uma pesquisa
realizada por Sozzi" foi evidenciado uma prevaléncia de Ente-
robactérias com 51,22% em equipamentos de uma ambulancia
hospitalar. Ja nesta pesquisa encontramos um porcentual de
6,45% de Enterobactérias, sem mecanismos de resisténcia.
Glowacki'® que pesquisou microrganismos em superficies ina-
nimadas de uma unidade de pronto atendimento em curitiba
identificou 76% de Sthapylococcus coagulase negativa e 4% de
Pseudomonas aeroginosa, sendo esta sensivel a Meropenem
(MER), ja nesta pesquisa notamos que 3,58% dos isolados de
Peseudomonas foram R (resistente) 3 MER e 1,2% apresenta-
ram mecanismos de multirresisténcias aos Carbapenémicos.

Destaca-se que as Pseudomonas aeruginosa é um im-
portante agente causador de infec¢des, possui habilidade de
sobreviver em locais de umidade elevada como pias, onde
foram encontrados nessa pesquisa, além da prevaléncia destes
microrganismos em pias das unidades, também podem estar
presentes nos aparelhos de respira¢do como mascaras de ven-
tilagdo. As bactérias do tipo Pseudomonas sp, podem causar
infec¢do aguda pela produgdo de toxinas e infecgdo cronica
pela agdo da camada espessa que consiste no seu biofilme, o es-
pectro de doengas causadas por este agente, compreende desde
infecgbes superficiais da pele a sepse fulminante.”” Assim ela
apresenta relevincia clinica em ambiente hospitalar por afetar
pacientes com sistema imunolégico comprometido.

Ainda, corrobora-se com o fato de que as enzimas do
tipo Carbapenemases sdo capazes de hidrolisar ndo sé os car-
bapenémicos, mas também os betas - lactimicos. Existem trés
classes de carbapenemases; as MBL, do tipo IMP (Imipenem
resistente), VIM e NDM (New Delhi Metallo-f-lactamase);
as OXA-carbapenemases; e as KPC. Do ponto de vista epide-
mioldgico, as enzimas de maior relevancia, sdo do tipo KPC e
as do tipo NDM, devido ao alto, rapido e amplo potencial de
disseminagdo mundial.”®

Destaca-se neste estudo que apesar desses microrganis-
mos ndo apresentarem resisténcia do tipo KPC e NDM, sua
presenca desperta aten¢ao, pois sdo bactérias patogénicas com
relevincia clinica, e que algumas apresentam mecanismo de
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resisténcia que devem ser considerados. Nota-se também uma
constancia de locais infectados pela mesma bactéria do tipo
Pseudomonas fluorescens.

Outra bactéria encontrada e de relevancia clinica sdo os
Estafilococos aureus — MRSA, que sdo responsaveis por cau-
sarem patologias graves, ou entdo levar um agravamento no
quadro dos pacientes que ali estdo prestando assisténcia. Por
isso, aimportancia de se tomar as medidas necessarias para re-
forgar, as condutas de higieniza¢do nesses locais, uma vez que
a presenca de Enterobactéria em superficies e principalmente
nas méos é um fator determinante de ma higiene.

Para que esses microrganismos ndo sejam transferidos,
ou seja para que ndo ocorra a uma dissemina¢ao hospitalar
dessas bactérias pelas maos dos profissionais levando por sua
vez, a uma infec¢do por transmissdo cruzada, torna-se neces-
sario a avaliacdo periddica desses germes assim como a im-
plementagdo de processo de educagdo permanente. Portanto,
essa pesquisa mostra a necessidade de trabalhar na educa¢io
de boas praticas de higienizag¢ao, pois a incidéncia dessas bac-
térias sdo um indicador de qualidade dos servicos de saude,
incluindo o impacto financeiro e econdmico que a instituigdo
fica exposta, além do comprometimento da qualidade assisten-
cial jd mencionada.
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