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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most infection caused in hospitals . This
bacterium produces several toxins as such as super antigens that became an
important opportunist patogeno nosocomial in patients who are at some time
hospitalized in UTI (Unit of Intensive Therapy) using prolonged antibiéticoterapia
treatment. Debilitating illnesses such as: diabetes and cancer, ventilation mechanics,
intensive use of intravenosos catheters and imunossupressao. The intense use of
antibiotics and clinical infections can be one of the factors for selection of the
resistance between bacterial populations in hospital environments. These
microrganismos are also used as the main source of the sanitary ambient quality.
The samples analyzed in this project was collected at Dr. Osiris Florindo Coelho de
Ferraz de Vasconcelos/Sdo Paulo Hospital, where a survey of the clinical
environment species was carried throughout the period of January 2002 to
December 2004. The patdégenos of the biological isolated clinic samples were
analyzed and also the resistance to various antibiotics identified by classic
techniques of microbiology. However, the molecular technique of ARDRA for genetic
characterization was used and that allowed the analysis of correlation between the
isolateds.

Keywords: Infection hospitals, Staphylococcus aureus ,Resistance antibiotics,

patogeno nosocomial.



RESUMO

Staphylococcus aureus € um dos maiores causadores de infecgdo hospitalar. Esta
bactéria produz numerosas toxinas incluindo super antigenos, pois, € um importante
patdgeno oportunista nosocomial principalmente em pacientes que estdo
hospitalizados ha muito tempo em UTI (Unidade de Terapia Intensiva), fazendo uso
prolongado de: antibidticoterapia, ventilacdo mecanica, cateteres intra venoso e
imunosupressao. O uso intenso de antibidticos e infec¢des clinicas pode ser um dos
fatores para selecdo da resisténcia entre as populacdes bacterianas em ambientes
hospitalares. Esses microrganismos sao também utilizados como principal indicador
de qualidade sanitaria ambiental. As amostras analisadas nesse projeto foram
coletadas do Hospital Dr. Osiris Florindo Coelho de Ferraz de Vasconcelos/Séo
Paulo, onde foi realizado um levantamento das espécies obtidas de ambiente
clinico-hospitalares, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004. Os
patdogenos de amostras biologicas de isolados clinicos foram analisados tambéem
qguanto a resisténcias a diversos antibioticos e identificados por meio de técnicas
classicas de microbiologia. Contudo, foi utilizada a técnica molecular de ARDRA
(Amplified rDNA Restriction Analysis) para caracterizacdo genética que permitiu a
analise de correlacéo entre os isolados.

Palavra-chave: Infeccdo Hospitalar, Staphylococcus aureus, Resisténcia a

Antibioticos, patégeno nosocomial.
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1 Introducéo

1.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende varias espécies, sendo S.
aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus de interesse médico. S. aureus foi
descrito pela primeira vez em 1878, por ROBERT KOCK a partir de pustulas
humanas. Em 1880, o cirurgido escocés, Alexander Ogston, em suas publicacdes,
relatou que coccus em formato de cacho de uva, eram a causa de um grande
namero de doencgas piogénicas no homem. Subseqientemente, em 1882, ele
chamou este organismo de Staphylococcus, nome derivado da palavra grega
staphylé, que tem o significado de cacho de uva (BAIRD-PARKER et al., 1990).
Segundo a nona edigcdo do Manual Bergey’s, atualmente, 28 espécies e outras
sub-espécies foram descritas com base nos estudos de homologia de DNA e
caracteristicas bioquimicas e imunoquimicas (HOLT et al., 1994). Destas, somente
16 espécies sdo encontradas em humanos (MURRAY et al.,1996). S. aureus tem
0,5 a 1,5mm de diametro, pode aparecer de forma isolada, em pares, cadeias
curtas ou em cachos, € Gram positivo, imével, ndo produz esporos, catalase
positivo e anaerdbico facultativo (HOLT et al.,1994). Geralmente sao oxidase
negativa, ndo produzem capsulas sendo que algumas cepas podem apresenta-las.
Ha um bom crescimento de Staphylococcus spp. em meios de cultura comuns em
microbiologia. As bactérias pertencentes a este género sdo tolerantes a

concentragdo de 10% de NaCl e também a nitritos, permitindo assim seu
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crescimento, mesmo em alimentos curados (MURRAY et al.,1996). As espécies do
género Staphylococcus sdo mesdfilas, apresentam temperatura para crescimento
entre 6,7 a 48°C sendo considerado 6timo em 37° e pH 4,0 a 9,6 sendo 6timo pH
7,0 (BAIRD PARKER et al., 1990; GENIGEORGIS et al., 1989).
Segundo a nona edicdo do Manual Bergeys (HOLT et al.,1994),
somente as espécies S. aureus, S. delphini, S. intermedius, e algumas cepas de S.
hyicus sdo coagulase positiva. A maioria das espécies de Staphylococcus é
coagulase negativa. Estas ndo s&o reconhecidas como importante causa de
doencas (GENIGEORGIS et al.,1989), mas sabe-se que algumas também podem
produzir enterotoxinas (GENIGEORGIS et al.,1989; BAIRD-PARKER et al.,1990) e
podem ser isoladas nos alimentos uma vez que tanto o0 homem quanto os animais

sao portadores usuais destas cepas (PEREIRA et al., 2001).

1.1.2 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia sdo todos os mecanismos que permitem a
invasdo do hospedeiro, ou a evasao da bactéria ao sistema imune. Segundo
Trabulsi et al. (1999) e Baird-Parker et al. (1999) os fatores de viruléncia de
Staphylococcus séao:

» A capsula confere protecdo a muitas cepas contra a fagocitose e o sistema
imune. Alguns isolados de S. aureus sao capsulados e, portanto, mais
resistentes a fagocitose do que os néo capsulados.

» Peptidoglicanos na parede celular pode ter atividade de endotoxina, causando

estimulos como febre e vasodilatacao.
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Proteina A: neutraliza imunoglobulinas (anticorpos), e sdo encontradas em
mais de 90% das amostras de S. aureus. A proteina A se encontra na parede
bacteriana, ligada covalentemente ao peptideoglicano. A proteina A € liberada
para 0 meio de cultura quando a bactéria é crescida in vitro, o que
provavelmente pode ocorrer também nos processos inflamatorios. A proteina
A é composta de uma unica cadeia polipeptidica com um peso molecular de
42 daltons.

Acidos teicoicos: sdo fibrilas como o polissacarideo A que serve para ancorar
a bactéria, impedindo-a de ser arrastada (pelo sangue, urina, suor ou outros
fluidos) da sua area de colonizacao.

Toxina alfa: destroi varios tipos de células do hospedeiro.

Toxina delta: desestabiliza a membrana celular e mata, por lise, eritrocitos e
muitos outros tipos de células.

Toxina gama e leucocidina P-V: grupo de até seis toxinas que formam poros
na membrana celular de leucécitos, destruindo-os por lise.

Coagulase: coagula o sangue ao transformar o fibrinogénio em fibrina, da
mesma forma que a trombina humana. A formacéo de coagulos a volta das
bactérias dificulta o seu reconhecimento e fagocitose pelas células do sistema
imunologico.

Fibrolisina ou estafilocinase: produzido por S. aureus, dissolve os coagulos de
fibrina.

Hialuronidase: o acido hialurénico degrada a matriz extracelular humana, e

dessa forma facilita a invasao dos tecidos.
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Catalase: protege as bactérias dos atagues com superéxidos produzidos
como defesa pelos leucdcitos, transformando o peroxido de hidrogénio em

agua e oxigénio molecular.

Penicilinase: produzida pelas cepas resistentes ao antibidtico penicilina, o
qual é degradado por esta enzima. Por meio de conjugacado, isolados
sensiveis podem adquirir o0 gene de resisténcia.

Adesina: As adesinoglucoproteinas permitem que a bactéria se ligue ao
hospedeiro.

Enzimas extracelulares: A desoxiribonucleases (DNAse), e a estafiloquinase
estimula a transformacdo do plasmionogénio em plasmina, enzima
proteolitica que degrada a fibrina dos coagulos.

Hemolisina: Foram caracterizadas 4 hemolisinas (a, 3, A e d) em S. aureus
sendo a toxina a a mais encontrada em amostras de origem humana. Esta
hemolisina € toxica para plaguetas humanas e letais para animais, quando
inoculada por via sistémica.

Leucocidina: A leucocidina € uma toxina que possui a capacidade de
desgranular neutréfilos e macrofagos humanos e de coelhos, as quais
aparentemente sdo as Unicas células sensiveis. Para alguns, a leucocidina
interfere com permeabilidade dos leucdcitos aos cations, promovendo saida
de K' e entrada de Ca'". A desgranulacio seria, assim, secundaria a estes

efeitos primarios.
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1.1.3 Diagndéstico

Para identificacdo desse microrganismo é feito o isolamento em meios
de cultura como agar-sangue. A diferenciacdo do S. aureus, das outras espécies do
género, € feita pela pesquisa de coagulase e pelo teste de sensibilidade a novo
biocina (TRABULSI et al., 1999; KONEMAN et al., 2001). A tabela 1 apresenta os
fatores que afetam o crescimento e a producdo de enterotoxinas por

Staphylococcus:

Tabela 1: Crescimento bacteriano e producdo de enterotoxina de acordo com a temperatura

e pH.

Crescimento da bactéria Producéo de enterotoxinas
Fator Otimo  Faixa Otimo Faixa
Temperatura (°C) 37 7-48 40-45 10-48
PH 6-7 4-10 7-8 4-9,6

Fonte: Adaptado de Baird -Packer et al. (1990).

Nos casos de intoxicacdo alimentar, o diagndstico realizado é feito por
pesquisa das enterotoxinas em vOomito de paciente e alimentos. S. aureus é
encontrado em grande quantidade (10° UFC.g*') no alimento que contém a
enterotoxina responsavel pelas manifestacdes clinicas. No exame bacterioscopico
das secrecdes purulentas, geralmente vé-se a bactéria formando pequenos cachos

isolados (SALOMAO et al., 1993; BUTTNER et al.,1997).
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1.1.4 Tratamento

S. aureus € naturalmente sensivel as penicilinas, cefalosporina,
eritromicina, aminoglicosideos, tetraciclina, cloranfenicol e as outras drogas ativas
contra bactérias gram-positivas. Na maioria das amostras a resisténcia é mediada
por plasmidios que codificam a sintese de enzimas inativantes do antibiético ([3-
lactamases, acetil-transferases, etc). A resisténcia € mediada por plasmidios,
algumas amostras podem apresentar resisténcia a meticilina, aparentemente
cromossOmica, e tolerancia a penicilina. As amostras resistentes a meticilina,
geralmente apresentam resisténcia a outros antibioticos. Essas amostras proliferam
mais lentamente, formando colbnias menores que as amostras portadoras de
plasmidios. Na tolerancia a penicilina, a amostra tem seu crescimento inibido por
baixas concentracdes da droga, mas somente €& destruida por concentracbes

elevadas (HIRAMATSU et al., 1999; LACEY et al., 1994).

1.1.5 Epidemiologia

S. aureus é conhecido como causador de infec¢des intra-hospitalares,
sendo associado a 7,5% das sepses tardias, 16,7% das pneumonias e 22% das
infec¢des de sitio cirdrgico (GAYNES et al., 1996). Em infec¢do, h& a presenca de

diferentes clones de S. aureus nas UTI, ocorrendo aumento de um UuUnico clone



19

durante as epidemias, especialmente (SARO) (NAMBIAR et al., 2003). Na
populacdo adulta existem de 30 a 70% de portadores de S. aureus, principalmente
na nasofaringe: em carater transitério séo 30 a 50% e persistentemente séo de 10 a
20% (GRAHAM et al., 2002; CIMOLAI et al., 2003; GILLESPIE et al., 1958).

No periodo neonatal, ja na primeira semana de vida, existe colonizacéo
por S. aureus em 20 a 90% dos RN (recém nascido), sendo 0s locais mais
frequentes o coto umbilical e as narinas: posteriormente a orofaringe torna-se o local
preferencial (CIMOLAI et al., 2003; GILLESPIE et al., 1958; MUTO et al., 2003;
MERRER et al., 2000). O risco de um paciente colonizado ter infeccdo esta também
relacionado com o tipo de capsula do microrganismo, uma vez que ha diferenca no
antigeno capsular tipo cinco, o qual € menos invasivo que o tipo oito (SATYASEELA
et al., 2004). Segundo (CIMOLAI et al., 2003), os principais riscos de epidemias por
S. aureus estdo relacionado a superpopulacdo de pacientes, baixa relacdo
profissional da salude/numero de paciente, educagcdo inadequada dos profissionais
de saude, falta de compromisso com a lavagem de maos, falta de higiene de coto
umbilical, isolamento ndo adequado, profissionais de saude, e higiene inadequada
do ambiente e equipamentos. Estes riscos aumentam principalmente devido ao

aumento da fonte de inéculo do patdogeno (MERRER et al., 2000).
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1.1.6 Patogenicidade

Staphylococcus colonizam a pele e as mucosas dos seres humanos,
além de estarem associadas a variados tipos de infeccdo. As infeccBes
frequentemente decorrem de trauma ou abrasdo, com ruptura das barreiras
mecanicas cutaneo-mucosas ao microrganismo agressor, resultando em invasao de
sitios profundos (TRABULSI et al., 1999).

Infecgbes superficiais localizadas, piogénicas, incluem impetigo,
foliculites, furdnculos e carbdnculos. O impetigo € uma infeccdo que acomete
principalmente criancas, manifesta-se, inicialmente, por meio de pequenas maculas
na pele seguidas de vesiculas contendo pustulas que, ao se romperem, originam
lesBes recobertas por crostas. As foliculites sdo infec¢des dos foliculos pilosos, que
podem se aprofundar e originar os furinculos, estruturas nodulares dolorosas, com
um centro necrético amolecido. Os carbunculos, infecgcbes mais graves, resultam da
confluéncia dos furdnculos e extensdo para tecidos subcutaneos profundos.
Independente da localizacdo inicial da infeccdo, a natureza invasiva desse
microrganismo colabora para a disseminacdo do processo, causando bacteremia e
envolvimento de um ou mais orgaos a distancia (endocardite, pneumonia, empiema,
osteomielite e artriteséptica) (TRABULSI et al., 1999; BUTTNER et al.,1997).

S. aureus apresenta cinco toxinas citoliticas (alfa, beta, delta, gama e
leucocidina), toxina esfoliativa responsavel pela sindrome da pele escaldada
estafilococica (SSSS), toxina da sindrome do choque toxico estafilococico (TSST-1)

e cinco enterotoxinas (A a E). Cerca de 30 a 50% de todas as cepas de S. aureus

produzem uma enterotoxina (TRABULSI et al., 1999).
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Staphylococcus spp. também podem ser transferidos de pessoa-a-
pessoa, € esses microrganismos podem se estabelecer como membro da
comunidade microbiana do hospedeiro. A transmissao interpessoal é importante no
ambiente hospitalar, pois cepas colonizantes tornam-se fontes enddgenas de
infecgOes. Isolados de S. aureus podem ser introduzidos diretamente em locais
estéreis durante procedimentos invasivos, como dialise, insercdes de cateteres ou
préteses, entre outros. Independente da origem do Staphylococcus spp. adquirido
em associacdo com a assisténcia, a elevada prevaléncia das cepas resistentes a
multiplos antibidticos é uma preocupacdo constante em ambientes hospitalares
(TRABULSI et al., 1999; CHAIMOWICZ et al.,1997; HIRAMATSU et al.,1999).

A bactéria S. aureus causa doencas por meio do resultado da acéo de
toxinas ou da invasédo direta e destruicao tecidual, produz uma ampla variedade de
fatores de viruléncia. Infeccbes, mesmo superficiais, podem se tornar

potencialmente fatais (TRABULSI et al., 1999).

1.1.7 Resisténcia aos antimicrobianos

Existem algumas bactérias que possuem mecanismos especificos de
resisténcia que as caracterizam, permitindo assim a utilizagdo desta caracteristica
para a sua identificagdo. Dentre os mecanismos de resisténcia existentes, pode ser
citado as 3 - lactamases, as quais da classe A, sao formadas por serina proteases

com afinidade pela penicilina e apresentam atividade de amplo espectro. O gene
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responsavel por essas [ - lactamases €& encontrado no cromossomo Ou em
plasmidios, podendo apresentar regulagdo constitutiva ou induzida (KONEMAN et
al., 2001; MOLAND et al.,1998).

A resisténcia do S. aureus hospitalar aos antimicrobianos € um
problema antigo especialmente em relagdo a oxacilina. Nos dias correntes a quase
totalidade das cepas origina-se a partir da incorporacdo de um elemento
cromossOmico (ZULIANI et al.,, 1972; ROBINSON et al., 2003). Atualmente, a
resisténcia bacteriana adquirida é descrita em praticamente todas as espécies de
bactérias, conhecendo-se detalhes dos mecanismos de aquisicdo de resisténcia e
0S mecanismos moleculares da manifestacao da resisténcia (JACOBY et al., 1998;
JACOBY et al., 1991).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fenbmeno genético,
relacionado a existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam
diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a ac¢do das drogas. A resisténcia
pode ser originada por mutacdes ou transferéncia de genes de resisténcia. Esta
transferéncia ocorre por meio dos mecanismos de transducéo, transformacéo e
conjugacao e, frequentemente, envolve genes situados em plasmidios e
transposons (LACEY et al., 1973; LEVY et al.,, 1991; MACDONALD et al., 1966;
SAUNDERS et al., 1984; SUASUNA et al., 1983; TRABULSI et al., 1973; ZULIANI et
al., 1972).

S. aureus, coagulase-positivo ou coagulase-negativo, mostra elevada
resisténcia (acima de 70%) a benzilpenicilina (penicilina G), bem como a penicilina
V, ampicilina, amoxicilina e carbenicilina (MOREIRA et al., 1995; STREIFEL et al.,
1996; SCHWALBE et al., 1987). Para combater estes isolados foram descobertas as

penicilinas antiestafilococicas, tais como a meticilina e a oxacilina e seus derivados,
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e as cefalosporinas de primeiras e segundas geracdes. Contudo, logo apds a
introducéo das primeiras penicilinas antiestafilococcicas, surgiram bactérias deste
género resistentes a elas, inicialmente na Europa, em 1961, e depois em outros
paises (BRUMFITT et al., 1989; HALEY et al., 1982; LACEY et al., 1973; MAPLE et
al., 1989; MOREIRA et al., 1995). S. aureus vém mostrando crescente resisténcia
também a estes B-lactamicos penicilinase-resistentes, registrando-se indices de
resisténcia de 30 a 66%, em hospitais de grande porte (MOREIRA et al., 1995;
SCWALBE et al., 1987). Em S. aureus denominados MRSA ou ORSA (siglas em
inglés indicando Staphylococcus aureus meticilina ou oxacilina resistentes), o
surgimento de genes de resisténcia possivelmente resultou de mutacdo e
transposicao entre os Staphylococus spp. (BOYCE et al., 1992; CHAMBERS et al.,
1997; FRANCIOLLI et al., 1991; MULLIGAN et al., 1993; UBUKATA et al., 1985). No
Brasil, tanto S. aureus como S. epidermidis, mostram-se resistentes a penicilina G,
ampicilina e amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas, seja em ambiente
hospitalar ou na comunidade, ndo sendo mais indicado 0 uso destes antimicrobianos
para o tratamento de infec¢des por S. aureus, mesmo que benignas e mesmo que
procedam do ambiente extra-hospitalar (DUARTE et al., 1994; PINTO et al., 1996;
RANGEL et al., 1995; SADER et al., 1998; SANTOS et al., 1994).

A resisténcia aos glicopeptideos foi inicialmente observada em
estafilococos que também mostravam resisténcia a meticilina e oxacilina e em
pacientes submetidos anteriormente ao uso da vancomicina, o que indica a pressao
de selecdo de mutantes resistentes e ndo a transferéncia de genes de resisténcia de
Enterecocos (WALDVOGEL et al., 1999).

O mecanismo mais comum pelo quais 0s genes de resisténcia sao

transferidos € a conjugacdo, aumentando dessa forma a disseminacdo desta
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resisténcia no ambiente (GUILHERMATTI et al., 2001). O Subcomité Internacional
para Fagotipagem de S. aureus de origem humana, recomenda quatro grupos de
bacteriéfagos liticos para uso em rotina. Para realizacdo da prova de fagotipagem, a
amostragem estudo é semeada em uma placa de Agar-nutriente e tratada com uma
suspensao dos diferentes bacteriofagos. A amostra € designada de acordo com o
padrao de lise (MAC GOWN et al., 1985; TRABULSI et al., 1999).

O emprego de alternativas terapéuticas sem embasamento nos termos
bacteriologicos primarios, ou sem uma pesquisa nos dados da literatura médica,
promove e potencializa a resisténcia aos antimicrobianos. A crescente pratica de
prescricdo de antibidticos para pacientes ambulatoriais, aumentou a severidade das
doencas nos paciente, quando hospitalizados, pela selecdo prévia de resistentes.
Aliada a este fato, os hospitais recebem um grande numero de pacientes
gravemente enfermos, transplantados, com faléncias de mudltiplos ou

imunodeficiéncia, portanto mais imunocomprometidos (BOYCE et al., 1991).

1.1.8 Agentes contaminantes

Isolados S. aureus meticilina resistente (MRSA) sdo agentes
importantes de infeccbes hospitalares, tendo como principais reservatorios 0s
pacientes colonizados, a equipe de saude e o ambiente hospitalar. As maos da
equipe de saude pode se tornar transitoriamente colonizadas por S. aureus, sendo o

principal veiculo para sua transmisséao cruzada.
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As estratégias para o controle dos Staphylococcus sp. com resisténcia
a vancomicina incluem as medidas universais de controle de infeccdo (luvas,
cuidados com dejetos e secrecdes, lavagem das maos), vigilancia epidemioldgica,
isolamento, uso criterioso dos glicopeptideos e tratamento dos pacientes infectados
(WENZEL et al., 1998; SHLAES et al., 1997; CENTERS for CDC, 1997). Uma éarea
problematica envolve antibacterianos (desinfetantes e antissépticos) que foram,
incorporados aos produtos domeésticos como sabdes, detergentes para louca,
lo¢cBes, brinquedos e travesseiros. A populacdo por meio da propaganda na midia
cré que esses antibacterianos podem esterilizar o ambiente domeéstico e talvez
erradicar as infeccfes. Os estudos mostraram que esses agentes podem produzir
mudancas na comunidade bacteriana, contribuindo para a selecdo de
microrganismos, presentes nos ambientes (BOYCE et al., 1992).

Entre os principais grupos de contaminantes do ar em ambiente
climatizado estédo particulas microbianas, incluindo algas, fungos, bactérias, esporos
e virus, que sdo provenientes do ar externo, do sistema de climatizacdo, da
construgdo, mobiliario, carpete e, principalmente, de seus ocupantes (WORLD
HEATH ORGANIZATION, 1998). A contaminagdo por essas particulas causa
consequéncias adversas aos usuarios, destacando-se infecgfes, reacdes alérgicas
e irritantes, resultando em desconforto, doenca, perda de produtividade e
absenteismo, entre outras (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998).

O Ministério da Saude do Brasil aprovou a portaria n® 3.523, em 28 de
agosto de 1998, devido a uma preocupacao crescente no pais que esta associada a
utilizacdo de sistemas climatizados, tendo como objetivo reduzir o risco potencial a
saude dos usuarios, com a permanéncia prolongada em ambientes dotados de

sistemas de ar condicionado. Essa Portaria regulamenta a definicdo de parametros
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fisicos e composicao fisica, quimica e biolégica, suas tolerancias e métodos de
controle, bem como os pré-requisitos de projetos de instalacdo e de execucéao de
sistemas de climatizacdo (Ministério da Saude Portaria n°® 3523, 1998). A filtragem é
um dos requisitos importantes no sistema de ar condicionado, pois € por meio dela
gue se obtém a pureza do ar (DANTAS et al.; 1998). Essa Portaria exige a utilizacéo
de, no minimo, um filtro da classe G1, classificado como grosso, e com eficiéncia de
60-74% (ABNT, 1997). Em éareas que requeiram ventilacdo hospitalar, devem ser
utilizados filtros absolutos capazes de reter microrganismos. Para obtencédo de ar
ultralimpo, implica em elevacdo dos custos de energia e também exige a utilizacédo
de preé-filtros, com uma eficiéncia em torno de 20-40%, anterior a passagem do ar
em filtros absolutos. Em condi¢cdes adequadas de instalacdo apresentam 100% de
eficiéncia na remocao de particulas de 1-5 um de diametro.

Os filtros HEPA (HIGH EFFICIENCY PARTICULATE AIR), apresentam
99,97% de eficiéncia. Esse sistema acarreta quedas de pressdo mais intensas no
sistema, em funcdo de maior interferéncia no fluxo de ar (AMERICAN SOCIETY OF
HEATING, 2001). No Brasil, os ambientes dotados destes filtros ja foram
regulamentados por meio da NBR 13.700, de junho de 1996, que é baseada na U.S.
Federal Standard 209E de 1992 (ABNT, 1997). Dessa forma, se faz necessarios
estudos integrados incluindo pesquisadores da é&rea basica, clinicos e
epidemiologistas, para avaliagdo da aplicabilidade e a relacdo de custo-efetividade
dos filtros nas diversas situagOes. Estes estudos auxiliardo no estabelecimento de
limites de exposicao para os usuarios e o desenvolvimento de novos méetodos para
avaliacdo desses contaminantes e poluentes, bem como a identificagdo de
estratégias para a incorporacdo do monitoramento adequado do ambiente de

interiores (STECZENBACH et al.,1998).
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1.1.9. Infeccdes hospitalares

As infeccdes hospitalares de origem exogena sdo transmitidas por
meio de contato direto e indireto, veiculo comum, aerosois e vetores. As infeccbes
respiratorias estdo juntamente com as urinarias e cirdrgicas, entre as sindromes
infecciosas mais frequentes em todos os paises (MANTONE et al., 1998). No
ambiente hospitalar € maior o risco de infeccbes de trato respiratério baixo
(pneumonias), pela inalacdo de aerosotis contaminados, com menos de 5 um de
diametro (BRACHMAN et al., 1998) e, menos freqientemente, em infec¢cdes pos-
cirdrgicas que se originam na sala de cirurgia (NICHOLS et al., 1998). As infeccdes
sobrevém a deposicdo, sobre a ferida cirdrgica, de particulas contendo
microrganismos (HAMBREAUS et al., 1998). Quartos de isolamento com ventilacado
especial estdo indicados para pacientes com doencas infecciosas contagiosas, tais
como herpes-zoster disseminado, varicela, sarampo e tuberculose pulmonar ou
laringea confirmada ou sob suspeita. Ventilagdo especial, também, é indicada para
locais cujos procedimentos meédicos produzem particulas aerosolizadas contendo
agentes infecciosos, principalmente o bacilo da tuberculose. Os locais de maior risco
sdo: sala de broncoscopia, de escarro induzido, unidade de terapia intensiva e sala
de autépsia (HARRIES et al., 1997). A pressao negativa, seis ou mais renovacoes
do ar por hora, janelas seladas, fluxo do ar no sentido do ambiente limpo para o sujo
e filtracdo do ar com eficiéncia superior a 90% s&o exigidas nesses ambientes. E
considerada como areas "sujas", local onde se localizam os pacientes infectados
tendo pressdo negativa, ou seja, 0 ar retirado supera em 15% o fornecido. O filtro

HEPA deve ser utilizado quando ocorrer recirculacdo do ar; assim, previne-se 0
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escape do ar contaminado pelo paciente para o restante do hospital e, também,
reduz-se a concentracdo de microrganismos no interior da sala.

Os ambientes protetores ultra-limpos séo referidos na literatura como
isolamento com barreiras, ambiente protegido ou ambiente totalmente protegido
(RHAME et al., 1986; RHAME et al., 1989; RHAME et al., 1998). As salas de cirurgia
nos EUA séo livres de bactérias ou particulas menores que 0,5 um quando vazias. A
fonte de bactérias presentes no ar em salas de cirurgia origina-se sobre tudo da pele
das pessoas; e dessa forma, as contagens dependem principalmente do numero de
individuos, seu nivel de atividade, sua disciplina e do conhecimento e aplicacdo das
praticas de controle de infeccbes (HAMBREAUS et al., 1998). Em estudo realizado
na cidade de Uberlandia em hospital publico, a contagem em salas cirargicas limpas
foi de 7,8 x 10* UFC/ml e de 2,3 x 10> UFC/ml nas salas sujas. J& em um hospital
privado, com ar ultra limpo e refrigerado, foram observados 1,2 x 10 UFC/ml em
salas limpas e 8,4 x 10' UFC/ml em salas sujas. Essas diferencas podem ser
atribuidas a fatores como: propor¢des de cirurgias limpas (20% no hospital publico
universitario versus 87% nos hospitais privados) e eletivas (12% no hospital publico
universitario versus 94% nos hospitais privados), maior numero de profissionais no
ato cirargico e menor disciplina nas préaticas de limpeza e desinfec¢do das salas no
hospital publico (MENEZES et al., 1999). Ndo foram determinados niveis que
possam ser considerados seguros para a contaminacdo ambiental do ar de salas
cirirgicas para os diferentes procedimentos cirtrgicos (NICHOLS et al., 1998).

O sistema de fluxo laminar, compreendendo sistema de fluxo aéreo
unidirecional, na direcédo vertical, fornece ar livre de particulas com mais de 0,3 um
de diametro (LEVENSON et al.,, 1986; LIDWELL et al., 1987). Dessa forma, um

maior volume de ar filtrados, através de filtros de alta eficiéncia, introduzido por
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entrada localizada no teto da sala, com forca que permita a sua difusdo, permite a
obtencdo de uma area ventilada em torno do sitio cirargico, que é constantemente
"lavado” pelo fluxo de ar ultra limpo. Quanto maior a quantidade de objetos, tais
COmo mesas e armarios que interrompam esse fluxo aéreo, maior a turbuléncia e a

possibilidade de altos niveis de contaminacéo (STREIFEL et al., 1996).

1.1.10 Padrdes de particulas

Por meio da resolucao de 3 de junho de 1990, o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA et al., 1990), estabelece os padrbes de qualidade do ar,
nos ambientes externos que, ultrapassados, poderdo afetar a saude, a seguranca e
o bem-estar da populacdo. Quanto as particulas inalaveis, os padrdes primarios e
secundarios s&o: concentracdo média aritmética anual de 50 pg/m® de ar,
concentracdo de 150 g/m® por dia, que ndo deve ser excedida mais de uma vez por
ano (CONAMA, et al.,, 1990). Nos EUA, a EPA (ENVIRONMENT PROTECTION
AGENCY) estabelece como padrédo de exposicdo externa as particulas com menos
de 2,5 um e um limite de exposi¢cao de 65 pug por dia. Estudos recentes revelam que
0s niveis de poluicdo interna por produtos organicos volateis e pesticidas toxicos €

maiores em ambientes internos do que externos e a exposicdo dos individuos a
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particulas inalaveis durante o dia € mais alta (> 60%) do que a noite, tanto interna
qguanto externamente, em funcdo da movimentacao das pessoas (OTT et al., 1998).

As particulas ndo bioldgicas, provenientes da combustdo do cigarro e
de combustiveis, estdo associadas a agravos na saude, destacando-se o0s
bioaerossois, que correspondem a material bioldégico transmitido pelo ar. Os
contaminantes biolégicos incluem microrganismos (bactérias, fungos, virus), acaros,
polen, tracas, pélo e fezes de animais. As bactérias e fungos sdo o0s mais
freqientemente associados com biocontaminantes e com queixas quanto a
gualidade de ar de interiores. Staphylococcus spp. e Micrococcus spp. estdo entre
0s contaminantes bacterianos mais frequentes, e entre os fungos destacam-se:
Penicillium spp., Aspergillus spp. e Cladosporium spp. As principais fontes de
contaminacao fungica estdo nos sistemas de ventilacdo mecanica, em funcdo do
seu funcionamento deficiente e de misturar ar filtrado externo com ar reciclado
(STECZENBACH et al., 1998; BUTTNER et al., 1993).

No Brasil h4 uma proposta de Kulcsar Neto e Siqueira (KULSCAR et
al., 1998) para um "padrédo referencial brasileiro", o qual corresponderia a 780
UFC/m® de ar. Os niveis de contaminantes biolégicos do ar de interiores variam em
funcdo do tempo e espaco, de forma que um banco de dados sobre a distribuicéo de
niveis de contaminacdo deve ser suficientemente grande para fornecer informagdes
Uteis para a geréncia de risco. A natureza da coleta e andlise € muito dependente de
diferencas nas condi¢cbes ecoldgicas (clima, estacdo do ano e geografia) (WORLD
HEATH ORGANIZATION, 1998).

Nos métodos de coletas, envolvem a passagem for¢cada do fluxo de ar
em um dispositivo especial (amostrador de Anderson), onde 0S microrganismos

(fungos e bactérias) sao depositados sobre a superficie de meios bacterioldgicos,
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onde séo feitas as contagens. A analise final compreende varios dias e muitos
microrganismos nao sao cultivaveis sem o uso de meios ou condi¢cbes de cultivo
especiais (JENSEN et al., 1994; BUTTNER et al., 1997). Devido a falta de métodos
e padrbes, amplamente aceitos, para analise e amostragem de agentes microbianos
no ar, € dificil o estabelecimento de padrées destes agentes suspensos no ar de
interiores (WORLD HEATH ORGANIZATION, 1998).

O material particular inalado é amostrado por meio da passagem do ar
por filtros (3,5 um) de policarbonato, conectados a um ciclone, instalado antes do
filtro; funciona da mesma forma que um aspirador de p6, deixando passar apenas as
particulas menores. O material particulado é determinado gravimetricamente por
meio de uma balanca de precisdo com sensibilidade na faixa de micrograma
(CONNER et al., 1990). Os estudos de exposicdo tém-se concentrado na avaliacao
da prevaléncia de compostos organicos volateis, pesticidas, monoxido de carbono e
particulas inalaveis (dimensdes inferiores a 2,5 um); estas particulas podem atingir o
trato respiratorio inferior, sendo, portanto, mais associadas a doengas pulmonares
(OTT et al., 1998).

Os inquéritos de monitoramento do ambiente interno deveriam ser
usualmente, recomendados quando da comprovacdo, por médicos, de doenca com
a ocupacdo do ambiente, evidéncia visual (presenca de turbidez), queixa dos
ocupantes, que sejam sugestivas de contaminacao biolégica (STECZENBACH et al.,
1988).

Como as relagbes entre dose/exposicdo por biocontaminantes de
interiores sdo usualmente pouco conhecidas (STECZENBACH et al., 1988), estudos
integrados, incluindo pesquisadores de area basica, clinicos e epidemiologistas, sao

necessarios para: a) auxiliar no diagnostico de doencas; b) estabelecer limites de
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exposicao para os usuarios; c) definir qualidade aceitavel para o ar de interiores; d)
estabelecer protocolos e estratégias para o monitoramento do ambiente de interiores
e) avaliar a aplicabilidade e relacdo de custo/efetividade das medidas, nas diversas

regides do Brasil.

1.1.11 Saude Publica

O envelhecimento da populagéo resulta em um aumento gradual nos
custos em saude, principalmente devido aos casos de internacdo de idosos que se
tornam mais frequente. Doengas cronicas — degenerativas, geralmente sdo mais
onerosas para o sistema de saude, mantendo como exce¢do 0s recém-nascidos,
gue fazem o uso intenso de tecnologia. Processos agudos se resolvem rapidamente
com a cura ou Obito, as doengas crénicas e suas complicagbes podem significar
anos de utlizagdo dos servicos de saude, medicamentos, consultas médicas e
internagbes hospitalares de longa duracdo. As sequelas de acidente vascular
cerebral, fraturas apo0s quedas, insuficiéncia cardiaca, doencas pulmonares,
cegueira e amputacbes provocadas por diabetes e deméncia de Alzheimer,
contribuem significativamente com o elevado custo no sistema de saude, assim
como proporciona 0 uso de diversos medicamentos e antimicrobianos
(CHAIMOWICZ et al., 1997). O aumento na permanéncia do paciente em UTI resulta
em 5% de infeccdo adquirida (WENZEL et al., 1998), e estas geram uma grande

preocupacao para as instituicdes, principalmente quando o tempo de internacdo é
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prolongado, gerando a elevacdo do consumo de medicamentos e aumento de
custos para os orgaos administrativos (ALEGRE et al., 2000).

As bactérias que prevalecem em pacientes hospitalizados em UTI
principalmente em infec¢des respiratorias sdo: Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (TOUFEN et al., 2003). A selecéo de isolados
bacterianos resistentes aos antimicrobianos € crescente em pacientes internados em
UTI devido a maneira precoce e empiria do uso de antibidticos de largo espectro
(MARTINS et al., 2004).

A resisténcia a quimioterapicos, antimicrobianos e a viruléncia de
alguns agentes podem ser relacionados a habilidade e versatilidade carregada por
elementos extracromossomais (plasmideos e fagos) e transferida entre organismos
por conjuncao transducao ou transformacéao. Os antimicrobianos e quimioterapicos
sao de grande importancia quando originados da microbiota normal e selecionados
pelo uso indiscriminado de quimioterapicos (HALEY et al., 1982; COSGROVE et al.,
2003).

A sobrevivéncia dos microrganismos em ambientes diversos e a
sua capacidade de resisténcia as drogas antimicrobianas sdo de consideravel
importancia na alteracdo do comportamento epidemioldgico de doencas isoladas de
S. aureus resistentes, visto que foram constatadas desde a década de 1950 e desde
entdo inumeras infecgcbes hospitalares tem sido associados com bactérias
emergentes ou reemergentes, resistente aos glicopeptideos GISA, MRSA, ORSA
(HIRAMATSU et al., 1999).

As lesdes humanas de pele, vias respiratérias e fomites
contaminados séo consideradas as principais fontes de infec¢cdo. De modo geral,

nos hospitais as infeccdes e propagacao por contato assumem maior importancia,
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por parte da equipe de profissionais e devido a resisténcia de cepas encontradas
nos pacientes (COSGROVE et al., 2003). A resisténcia de isolados de S. aureus a
penicilina, tetraciclina, aminoglicosideos e eritromicina também estdo sendo
observadas (COSGROVE et al., 2003).
A letalidade atribuida a infeccdo hospitalar da corrente sanguinea e
a concomitancia com infeccbes em outros sitios como: pulmé&o, coracdo, sistema
nervoso central como parte de entrada ou complicacdes de sepses costumam estar
associadas a parte de entrada do uso de cateter venoso central. O aumento da
permanéncia na internacao hospitalar, e o aparecimento de sepses, principalmente
em pacientes internados na UTI descrita em servicos de controle e prevencédo da
infeccdo hospitalar (MOREIRA et al., 1995).
Dessa forma, o monitoramento de populagcdes microbianas
contaminantes de ambiente hospitalar e a sua variagcdo genética, ao longo de um
periodo pode resultar em informacédo de grande importancia para o desenvolvimento

de programas de controle da infec¢ao hospitalar.
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2 OBJETIVOS:

2.1 Objetivo geral :

- O objetivo deste estudo foi a analise da diversidade bacteriana, em especial

Staphylococcus aureus, de ambientes clinicos hospitalares.

2.1.2 Objetivos especificos

Levantamento de isolados clinicos provenientes do Hospital Dr. Osiris Florindo

Coelho (HDOFC), Mogi das Cruzes, SP, Brasil;

Identificacdo e caracterizacdo de isolados por meio de provas bioquimicas e

microbioldgicas e sensibilidade a antibidticos,

Caracterizar geneticamente isolados de S. aureus por meio da técnica de ARDRA;

Avaliar correlacdo entre caracteristicas genéticas, fisiologicas, com a época de

amostragem e ambiente de isolamento.
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3 METODOS

3.1 Isolamento de bactérias de ambiente clinico.

3.1.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas entre Janeiro de 2002 a Dezembro 2004,
no Hospital Osiris Florindo Coelho, Ferraz de Vasconcelos — Sdo Paulo — Hospital
da Rede Publica Estadual de Saude. Foram amostrados materiais de diferentes
ambientes tais como ar condicionado dos setores de bioquimica, hematologia e
sorologia; amostras de bancada de trabalho, microscopio, centrifuga e amostras
clinicas (pacientes), provenientes de: sangue, urina, fezes, secrecdes diversos e
liquidos cavitarios conforme demonstrado em fluxograma (Figura 1).

As amostras clinicas foram coletadas por um auxiliar de enfermagem
dos diversos setores do Hospital e encaminhadas ao setor de microbiologia do
laboratério. Para isolamento, as amostras foram semeadas nos meios de cultura
(solido e liquido) agar-sangue, manitol e MacConckey (Merck) e incubados em
estufa a 37°C por até 48 horas. ApOs crescimento bacteriano, os isolados foram
caracterizados por meio de provas bioguimicas e testes de sensibilidade a

antibidticos.
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Figura 1: Fluxograma da coleta de amostras clinicas e de ambiente do Hospital Regional de
Ferraz de Vasconcelos.

3.1.1.1 Descricao do procedimento para realizacdo d as coletas das

amostras clinico-hospitalares.

. Ao iniciar o plantdo, bancadas, microscopio e centrifuga eram limpos
com hipoclorito a 1% e alcool a 70%.

. As amostras provenientes das coletas de pacientes comecam a chegar
aos respectivos setores para processamento.

. Foram realizadas as coletas das amostras de superficie (bancada,
microscopio e centrifuga) e semeadas sobre meio de cultura adequado (item
3.1.1); posteriormente foram transportadas ao setor e mantidos em estufa
microbiolégica a 37 °C, conforme protocolo para verificacdo do crescimento

bacteriano e posterior identificagdo do microorganismo.
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. As amostras coletadas do filtro do ar condicionado dos setores de

(Bioguimica, Sorologico e Hematologico) foram obtidas quinzenalmente.

3.1.2 Identificacao dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram identificados com auxilio do Sistema
Automatizado MicroSCAN® (Dade Behring, CA, USA) que consiste na utilizacao de
painéis para determinacdo de susceptibilidade a agentes antimicrobianos e a
identificagcdo de espécies de bastonetes Gram negativo aerdbios e anaerobios
facultativos (DADE BEHRING, 2002). Dessa forma, para identificacdo de S. aureus
foram utilizados testes bioguimicos, tolerancia a agentes fisicos e quimicos, catalase
e coagulase.

Para identificacdo bacteriana, neste estudo, foram utilizados métodos
semi-automatizados, que sdo métodos que empregam programas para a analise dos
resultados. Neste caso, as provas bioquimicas, sdo em geral contidas em sistemas
miniaturizados, como painéis ou placas de plastico, de tamanho padronizado, nas
quais estdo incluidos até 32 substratos reativos desidratados. Apds inoculacéo,
incubacéo e adicdo de reativos, quando necessario, a leitura € realizada utilizando
um leitor automatico de placas, para detectar crescimento bacteriano ou as
mudanc¢as de coloragéo por diferencas de transmissao de luz. As diferencas de
pulsos eletrénicos sao analisadas automaticamente por um microcomputador que
compara padrbes de reacdo com um programa interno para determinar a

probabilidade das identificacdes (KONEMAN et al., 2001; DADE BEHRING, 2002). A
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producdo de coagulase pode ser demonstrada pela incubacdo de uma mistura de S.
aureus com plasma diluido (humano ou de coelho).

Para identificacdo, as bactérias isoladas foram diluidas em 25 mL de
Agua Pluorinic - D® e agitadas. Apdés homogenizacdo essa suspensdo foi
derramada na parte superior da bandeja, a tampa com 96 pontas foi colocada, e
com pipetador (RENOK®), foi aspirado e inoculado no painel (Positivo Combo Panel
Type 20). O painel foi fechado com a tampa de cobertura e incubado a 35°C por 15 a
24 horas. Apos o periodo de incubacéao, com dados das reacfes bioquimicas obtidas
por testes cromogénicos e baseados na mudanca de pH, utilizacdo de substratos e
crescimento na presenca de agentes antimicrobianos, os isolados foram
identificados por meio da leitura automatizada no leitor de painéis auto - SCAN-4®
pelo programa DMS® (Data Management System) que converteu os dados dos
resultados de 24 testes deste painel, transformando-os em um numero de 8 digitos
(bidtipos) que foram comparados com o banco de dados do programa. A partir
destes dados procedeu-se a identificacdo e a probabilidade relativa dos espécimes

identificados (DADE BEHRING, 2002).

3.1.3. Provas bioguimicas do sistema MicroSCAN ®

Carboidratos - A identificacdo inicial com a fermentagdo de carbohidratos
especificos (glicose, sacarose, sorbitol, rafinose, ramnose, arabinose, inositol,

adonitol e melibiose), os quais resultam na formacéo de &cidos, e a redu¢éo do pH
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pelo indicador vermelho fenol, o qual adquire uma coloracdo amarela em pH acido
(KONEMAN et al, 2001; DADE BEHRING, 2002).

Uréia - a enzima urease hidrolisa a uréia formando amoénia, a qual pode ser
detectada pela alcalinizacdo do meio com mudanca de vermelho para rosa na
coloracdo do vermelho fenol (KONEMAN et al, 2001; DADE BEHRING, 2002).
Sulfeto de Hidrogénio - o0 gas sulfeto de hidrogénio (H,S) é produzido a partir do
tiossulfato de sédio e reage com ions de ferro do meio, produzindo um precipitado
preto (KONEMAN et al., 2001; DADE BEHRING, 2002).

Indol - O metabolismo do triptofano resulta na formacéo do indol que é detectado
pela adicdo do reativo de Kovac’'s (p-dimetilaminobezaldeido). Se o indol esta
presente, desenvolve-se uma coloracdo vermelha. A descarboxilacdo de
aminoacidos (arginia, lisina, ornitina) resulta na formacdo de aminas que foram
detectadas pelo indicador de pH puarpura de bromocresol. O resultado positivo foi
caracterizado por uma coloragdo purpura (KONEMAN et al., 2001; DADE BEHRING,
2002).

Triptofano Desaminase - Bactérias capazes de desaminar o triptofano produz acido
indol piravico, que reage com citrato férrico amoniacal do meio e apds adicdo do
cloreto férrico, produziu uma coloracdo marrom (KONEMAN et al., 2001; DADE
BEHRING, 2002).

Hidrélise da Esculina - A hidrélise da esculina produz glicose e esculetina que foi
detectada pelo citrato férrico amoniacal do meio, que reagiu com o0s produtos
hidroliticos (esculetina), formando um precipitado preto (KONEMAN et al., 2001,

DADE BEHRING, 2002).
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Voges-Proskauer - A acetoina € produzida a partir do piruvato de sédio, o qual
resulta em uma coloracéo vermelha, apos adicdo de hidréxido de potassio a 40% e
alta-naftol a 5% (KONEMAN et al., 2001; DADE BEHRING, 2002).

Galactosidade - A Beta-galactosidase hidrolisa o orto-nidrofenil -B -D-
galactopiranosideo, com liberagdo de orto-nitrofenol de cor amarela. Esta prova
detecta a fermentacao tardia de lactose (KONEMAN et al, 2001; DADE & BEHRING,
2002).

Colistina - Resisténcia a concentracdes especificas de Colistina (4pg/mL) foi
avaliada por turvacdo do meio de cultura Caldo Mueller —Hinton (KONEMAN et al.,

2001; DADE BEHRING, 2002).

Citocromo Oxidase - Os citrocromos sao hemoproteinas que contém ferro e atuam
como ultimo elemento de ligacdo na cadeia respiratoria aerébia, transferindo
elétrons (hidrogénio) ao oxigénio, com formacédo de agua. A prova da oxidase é
importante para identificacdo de colbnias que supostamente pertencem a alguma
das enterobacteriaceae (todas negativas). A prova de citocromo oxidase utiliza
certos corantes, como 0 que substitui 0 oxigénio como aceptor artificial de elétrons.
No estado reduzido, o corante € incolor. Entretanto, em presenca de oxidase e de
oxigénio atmosférico, a p-fenilenodiamina é oxidada em forma azul-di-indofenol

(KONEMAN et al., 2001).
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3.1.4 Andlise de antibiograma

Para a analise de resisténcia/susceptibilidade dos isolados a diferentes
antimicrobianos, foram utilizados equipamentos automatizados para realizacdo de
testes de avaliacdo, empregado painéis ou placas com numero determinado de
antibioticos desidratados com concentragcfes pré-estabelecidas. Essa metodologia
oferece um CMI (Concentracdo Minima Inibitéria) aproximada, ja que existem
diferentes concentracbes para cada antimicrobianoe (MOLAND et al.,, 1998;
THOMSON et al., 1999; KONEMAN et al., 2001; DADE BEHRING, 2002).

O teste de susceptibilidade a antimicrobiano caracterizou-se pela
miniaturizacdo de testes de susceptibilidade por diluicio em caldo dos
antimicrobianos de interesse (Tabela 2). Estes antimicrobianos sao diluidos em
Caldo Mueller-Hinton (Dade Bering®, CA, USA) suplementado com célcio e
magnésio em concentracdes de interesse clinico. O ponto do corte usado equivale a
padronizado pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards,
2003). Apds inoculacédo e reidratacdo com suspensdo do organismo padronizado e
incubado a 35°C por no minimo 16 horas (média de 24 horas), a Concentracdo
Minima Inibitéria (CMI) do organismo testado foi determinada pela observacdo da
mais baixa concentracdo do antibiético que inibe o crescimento bacteriano
(KONEMAN et al., 2001; DADE BEHRING, 2002; NAHAS et al., 2002) (Tabela 3).

A susceptibilidade foi determinada pela comparagdo da CMI do
microrganismo com o0 nivel atingivel do antimicrobiano no sangue ou na urina,
segundo documento do NCCLS-ABSA (NATIONAL COMMENS FOR CLINICAL

LABORATORY SANTANDRS, 2004).



Tabela 2 Classificacdo dos Antibioticos Utilizados

Clase Grupo Antibidtico

3-Lactamico Aminopenicilina Ampicilina (Am)
Ureidopenicilina Pipepracilina (Pi)
Cefalospirina 1° geracao Cefalotina (Cf)

Cefazolina (Cfz)

Cefalosporina 2° Geracédo Cefuroxima (Crm)

Cefamicina Cefotetan(Ctn)

Cefalosporina 3° Geracédo Cefotaxima (Cft)
Cefpodoxima (Cpd)

Cefatazidima (Caz)
Ceftriaxona (Cax)

Cefalosporina 4° Geracédo Cefepime (Cpe)
Carbapenem Imipinem (Imp)
Inibidor de R-Lactamase Ticarcilina/Ac;Clavulamico(Tim

Ampicilina/Sulbactam(A/S)
Piperacilina/Tazobactan(P/T)
Aminoglicosideo Amicacina (Ak)
Gentamicina(Gm)
Tobramicina(To)

Quinolona Ciprofloxacina(Cp)
) Ofloxacina(Ofx)
Inibidor de  Acido Trimetoprim/Sulfametoxazol

Félico (T/S)
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Tabela 3. Ponte de Corte para interpretacdo do Antibiograma (MIC - p/mL) em:
Sensivel, Intermediario e Resistente.

Antibiético Sensivel Intermediario (1) Resistente(R)
Ampicilina (Am) <8 16 =32
Piperacilina(Pi) <616 32-64 2128
Cefalotina(Cf) <8 16 >-32
Cefazolina(Cfz) <8 16 =232
Cefuroxima(Crm) <8 16 =232
Cefotetan(Ctn) <16 32 264
Cefotaxina(Cft) <8 16-32 =64
Cefpoddoxima(Cpd) <2 4 =8
Ceftazidima(Caz) <8 16 232
Ceftrixona(Cax) <8 16-32 =264
Cefepime (Cpe) <8 16 232
Imipinem(Imp) <4 8 =216
Ticarcilina/Ac.Clavulamico <16/2 32/2-64/2 =2128/2
(Ti32m)

Ampicilina/Sulbactam(A/S) <8/4 16/8 232/16
Piperacilina/Tazobactam(P/T) <16/4 32/4-64/4 2128/4
Amicacina(Ak) <16 32 =264
Gentamicina(Gm) <4 8 216
Tobramicina(To) <4 8 =216
Ciprofloxacina(Cp) <1 2 24
Ofloxacina(Ofx) <2 4 =8
Trimetoprim/Sulfametoxazol(T/S) <2/38 24/76
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3.2 Caracterizacao Molecular

3.2.1 Extracéo de DNA gendmico total

Os isolados foram inoculados em 5 ml de meio de cultura LB e
incubados por 18 horas a 37°C. Apés esse periodo, a cultura bacteriana foi colocada
em tubos de 2,0 mL, centrifugada por 5 minuto a 9700xg, e em seguida o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 500 pl de TE (Tris-
HCI 1M pH 7,5, 10 mL; EDTA 0,5M pH 8,0, 2 mL; agua destilada, 1000ml) e
centrifugado. O sobrenadante foi descartado e novamente ressuspendido em 500 pl
de TE sendo adicionados 30 pl de SDS 10%, mais 0,5 g de silica com agitacdo no
“bead beating” (Biospec products) por 45 segundos. ApOs a agitacdo foram
adicionados 200 pl de fenol saturado e cloroformio 200ul, homogeneizado e
centrifugado (9700xg por 10 minuto). A fase superior foi transferida para um novo
tubo (470ul) e acrescido 450ul de cloroférmio e centrifugando por 5 minutos. A esta
suspensao foram adicionados 200ul de fenol e 200ul cloroférmio, a solucdo foi
homogeneizada por inversédo e posteriormente centrifugada a 9700xg por 5 minuto.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 0,1 volume de NaCl
5M e 0,6 volume de isopropanol, incubado por 5 minuto a temperatura ambiente e
em seguida centrifugado por 10 minuto a 9700xg. O sobrenadante foi descartado, o
DNA foi lavado com 400 pl de etanol 70% e centrifugado por 2 minuto a 9700g, o
sobrenadante foi removido, o DNA foi seco a 37°C, ressupendido em 100 pl de agua

Milli-Q autoclavada e estocado a —20 °C.



46

3.2.2 Amplificacdo do 16S rDNA das bactérias

A amplificagdo € realizada em termociclador PTC — 200 (Peltier
Thermal Cycler, MJ Research), programado para uma desnaturacgéo inicial a 94° C
por 4 minutos; 30 ciclos de desnaturacao (94°C por 30 segundos), anelamento
(62,5°C por 1 minuto) e extensao (72°C por 1 minuto) e uma extensao final a 72°C
por 5 minutos. A amplificacdo foi avaliada por meio de eletroforese de 5uL da reacao

de PCR em gel de agarose (1%) (SAMBROOK et al., 1989).

3.2.3 Clivagem do gene 16s rDNA com enzimas de rest  ricédo

A clivagem do gene 16S rDNA foi realizada utilizando a enzima de
restricdo Mbo I. A reacéo de digestdo foi realizada a 37° C por 2 horas, num volume
final de 11pl, contendo 1pg do produto de PCR, 2 U da enzima de restricdo
juntamente com o tampdao da enzima, de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

Apds a digestdo, toda a reacao foi corrida em eletroforese em gel de

agarose a 1,7% (2,5v/icm), juntamente com o marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Life Technologies). Em seguida, o gel foi corado com brometo de
etidio, observado sobre luz ultravioleta e foto documentado. Os padrdes de bandas

obtidos foram analisados visualmente para agrupar os isolados.



a7

3.2.4 Andlise da variabilidade genética por ARDRA

Para caracterizagdo da variabilidade genética das bactérias estudadas
foi utilizada a técnica de ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis). Para tanto, a
enzima de restricdo Mbol foi utilizada de acordo com as instru¢des do fabricante
(MBI Fermentas). A clivagem foi realizada em um volume final de 13pL contendo 2
pg de produto de PCR e 2U da enzima de restricdo. A reacao foi incubada a 37°C
por 2 horas. ApOs este periodo, todo o produto da reagdo juntamente com tampéao
de corrida, foi aplicado em gel de agarose a 2,5% e submetido a eletroforese a 1,5
V.cm™. Ap6s a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etilio e fotografado

sobre a luz ultravioleta (UV) (SAMBROOK et al., 1989).
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4 Resultados e Discussoes

4.1 Isolamento de bactérias em ambiente hospitalar

A contaminacdo bacteriana em diferentes ambientes do Hospital
Regional de Ferraz de Vasconcelos-Sdo Paulo foi monitorada durante os anos de
2002, 2003 e 2004. Foram obtidas 2821 bactérias as quais apos identificacdo
bioquimica mostrou que as espécies Enterobacter aerogenes, E. cloacae,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae,
Micrococcus sp., Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. sciuri, S. simulans, S. xylosus, S. warneri
e Vibrio fluvialis foram as mais frequentes nos ambientes amostrados. Destas, foram
obtidas 2625 isolados clinicos, enquanto que de ar condicionado e superficie foram
obtidos apenas 89 e 107 isolados, respectivamente (Tabela 04).

No presente trabalho foi verificado que a espécie E. coli foi a mais
frequente em isolados de amostras de pacientes, enquanto S. aureus foi 0 mais
freqiente nos ambientes de superficie e de ar condicionado durante o periodo
avaliado. Também foi observado que S. aureus, S. simulans, S. xylosus e E. cloacae
foram freqiientes em quase todos os ambientes amostrados e periodos avaliados.
Foi observado também que V. fluvialis e S. epidermitis foram observados somente
em superficie, enquanto P. mirabilis foi isolado somente de pacientes clinicos

(Tabela 04).
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Tabela 4. Diversidade dos isolados em diferentes ambientes nos periodos de 2002;

2003 e 2004 do Laboratorio do Hospital Regional de Ferraz de Vasconcelos.

Populacao relativa de bactérias

Espécies
Ar condicionado Superficie Clinicos
2002 2003 2004 2002 2003 2004 2002 2003 2004
Escherichia coli 0 0 0 21% 13% 19% 32% 32% 33%
Staphylococcus aureus 12% 0 43% 29% 16% 29% 80 11% 12%
S. epidermidis 0 0 0% 0% 0% 0% 8% 7% 7%
S. haemolyticus 0 19% 3% 0% 0% 8% 7% 3% 2%
Klebisiella pneumoniae 0 0 0% 0% 10% 8% 5% 6% 5%
Proteus mirabilis 0 0 0% 0% 0% 0% 4% 3% 3%
Enterobacter cloacae 0 27% 9%  14% 0% 13% 3% 3% 4%
S. sciuri 24% 0 14% 0% 0% 0% 225% 0% 0%
S. simulans 47% 14% 20% 18% 19% 2% 2% 0% 0%
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0% 0% 0% 0% 2% 2% 1%
S. xylosus 18% 24% 6% 0% 26% 4% 2% 2% 2%
E. aerogenes 0 0 0% 0% 0% 0% 1% 3% 3%
Enterococcus faecalis 0 0 0% 0% 0% 0% 1% 3% 20%
S. warneri 0 0 0% 0% 0% 0% 1% 0% 0%
Klebisiella oxytoca 0 0 0% 14% 0% 8% 0;65% 1% 12%
Micrococcus sp. 0 16% 6% 0% 6% 2% 0% 0% 0%
Vibrio fluvialis 0 0 0% 1%  10% 6% 0% 0% 0%
Outras bactérias 0 0 0% 0 0 0 20% 22% 24%
Total de isolados 17 37 35 28 31 48 1065 710 850
89 107 2625

Embora V. fluvialis e Micrococcus sp. tenham sido isolados como

contaminantes de ar condicionado e/ou superficie, ndo foram obtidos a partir de

amostras de pacientes (clinicos), enquanto que E. aerogenes, E. faecalis, P.

aeruginosa, S. epidermidis e P. mirabilis ndo foram obtidos nos ambientes avaliados,

mas estavam presentes em pacientes. Estes resultados mostram que para alguns

grupos, pode nao existir correlagdo entre a sua presenca em ambiente hospitalar e a

sua contaminacdo em pacientes. Neste caso deve ser sugerido que para 0S

pacientes avaliados, a fonte priméaria de infec¢cdo pode ter sido o ambiente externo

ao hospital.



Em ar condicionado, Staphylococcus spp.

(S.
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epidermidis, S.

haemolyticus, S. sciuri, S. simulans, S. xylosus, S. warneri) S. aureus, E. cloacae e

Micrococcus sp. foram os grupos mais importantes durante o periodo avaliado,

apresentando variacdo que parece nao depender do trimestre e ano avaliado (Figura

02). Entretanto, foi possivel observar que no segundo e terceiro trimestre de 2002,

somente Staphylococcus spp., excluindo S. aureus, foram isolados deste ambiente,

mostrando que pode ter ocorrido uma intensa entrada destas espécies no ambiente

hospitalar.

Além disso, embora este pareca ser o grupo contaminante mais

importante, no primeiro e quarto trimestre de 2004, S. aureus foi 0 grupo mais

importante neste ambiente, compondo 50% dos isolados obtidos (Figura 02).

100

ondicionado

75 4

25

Frequéncia Relativa de Isolados de amostras de ar ¢

50 1

9= Staphylococcus spp
== Staphylococcus aureus
Enterobacteer cloacae
=== \icrococus

<o
<
<
&
<o <o
¢ &
o
2 2 O %) ™
N N & & N
S S o o §
& av n,\” & S o& o S
Y I\ I\ I\ § Y N 0° 0° N $

Periodo 2002-2003-2004

Figura 02. Variacdo na freqiiéncia relativa de Staphylococcus spp. (S. simulans; S. siuri; S. xylosus;
S. warneri e S. haemolyticus), S. aureus, E. cloacae e Micrococcus sp. de Ar condicionado do
Laboratorio do Hospital Regional de Ferraz de Vasconcelos, referente ao periodo de amostragem
2002, 2003 e 2004. Foram avaliados 89 isolados.
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Em amostras de superficie hospitalar, foi observado que
Staphylococcus spp. (S. epidermidis, S. haemolyticus, S. sciuri, S. simulans, S.
xylosus, S. warneri), S. aureus, E. cloacae, E. coli e Micrococcus sp. foram os
grupos mais importantes durante o periodo avaliado, apresentando variacdo que
parece nao depender do trimestre e ano avaliado (Figura 03). Embora, S. aureus
tenha sido mais frequente em 2002 e 2004 (2 trimestres em cada ano), enquanto
gue Staphylococcus spp., excluindo S. aureus, foram mais freqiientes em 2003. Ja
E. cloacae esteve ausente no periodo entre 04/2002 a 04/2003, enquanto
Micrococcus sp. esteve presente apenas em 01/2003, 02/2003 e 04/2004 (Figura
03). Estas variacdes parecem nao estar associada a varia¢des climaticas, mas pode
depender de fontes de contaminantes externas, as quais seriam responsaveis por

introduzir bactérias no ambiente hospitalar (Figura 03).
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Figura 03. Variagdo na frequéncia relativa de Staphylococcus spp. (S. simulans; S. siuri; S. xylosus;
S. warneri e S. haemolyticus), S. aureus, E. cloacae, E. coli e Micrococcus sp. de superficies do
Laboratério do Hospital Regional de Ferraz de Vasconcelos, referente ao periodo de amostragem
2002, 2003 e 2004. Obs.: outros incluem K. pneumoniae, K. oxitoca e V. fluviais. Foram avaliados 107
isolados.
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Segundo Dancer et al. (2004) a transmissdo de S. aureus ocorre por
meio de maos contaminadas e aerosois em superficie. Ha uma classificacdo em
hospitais de acordo com o risco associado a infec¢cdes, sendo criticos, semi-criticos
e nao criticos. As superficies estdo relacionadas com o item n&o-critico, ou seja, ndo
entram em contato com o paciente, representando um baixo risco de infeccéo
(SPAUNDING et al., 1968).

Ha evidencias de que o ambiente hospitalar possa representar um
reservatorio secundario de bactérias Gram-positivas (S. aureus, Enterococcus spp e
Gram-negativas, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae) resistente a
antibioticos, por sobreviver as condi¢cdes adversas existentes em superficies secas
(RUTALA et al., 2002; COZAD et al., 2003).

Em amostras de pacientes do Hospital Regional de Ferraz de
Vasconcelos foi observado que E. coli foi a espécie bacteriana mais frequentemente
isolada em todas as épocas avaliadas seguido de Staphylococcus spp. (S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. sciuri, S. simulans, S. xylosus, S. warneri), S.
aureus, E. cloacae e K. pneumoniae (Figura 04). Pouca variagcao foi observada na

relacdo entre as espécies no periodo amostrado.
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Figura 04. Variacdo na frequiéncia relativa de Staphylococcus spp. (S. simulans; S. siuri; S. xylosus;
S. warneri e S. haemolyticus), S. aureus, E. cloacae, E. coli e K. pneumoniae de pacientes do
Hospital Regional de Ferraz de Vasconcelos, referente ao periodo de amostragem 2002, 2003 e
2004. Obs.: outros incluem K. oxytoca, V. fluviais, P. aeruginosa, E. aerogenes, Proteus mirabilis, E.
faecalis e Micrococcus sp. Foram avaliados 2625 isolados.
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4.2 Caracterizacdo de Staphylococcus aureus

4.2.1 Isolamento

Os dados apresentados no presente trabalho mostram que E. coli foi a
espécie de maior incidéncia, mas S. aureus foi a espécie de maior distribuicao,
sendo observada em todos os ambientes e nos 3 anos amostrados (Figura 5). Neste
contexto, S. aureus é encontrado como componente da microbiota normal do ser
humano, sendo encontrado em varias partes do corpo tais como fossas nasais,
maos, garganta e intestino, podendo ser transmitido de pessoa para pessoa
(infeccdo cruzada), por meio do contato indireto (via aérea) ou por contato direto,
estando esta transferéncia na dependéncia da presenca de uma fonte (doentes ou
portadores) (SANTOS et al., 1994). A colonizacdo nao € uniforme e distribui-se pelas
diferentes partes do corpo que estdo em contato com meio externo, principalmente
pele e mucosas.

No presente trabalho S. aureus, manteve-se presente em todo o
periodo avaliado, nas amostra s coletadas de superficie, com excecao do
1°, 2° e 3° Trimestres de 2003, onde a prevaléncia de Staphylococcus spp é maior
(66,33%) conforme demonstra a figura 02. Analisando a figura 5, parece nao haver
correlacdo entre a frequéncia de S. aureus nos 3 ambientes avaliados nos anos de
2002, 2003 e 2004, visto que embora a frequéncia de isolamento de pacientes tenha
se mantido estavel, ocorreu grande variacdo na frequéncia desta bactéria de

superficies e ar condicionado.



55

100

75 A

=#=|solados clinicos

S.aureus em diferentes ambientes

== |solados de superficie

===|solados do ar condicionado

diversidade de

periodo de 2002,2003,2004

Figura 05: Distribuicdo de S. aureus nos diferentes ambientes durante os anos 2002, 2003,2004

4.2.2 Antibiograma

A populacdo de S. aureus é observada nos diversos ambientes
analisados, e no presente trabalho foram selecionados os isolados que
apresentaram resisténcia a dois antibidticos (gentamicina e amicacina). A
distribuicdo de S. aureus e a analise de antibiograma mostram que a distribuicdo de
isolados com resisténcia a diferentes antibioticos, tais como gentamicina (GM) e
amicacina (AK) da classe dos aminoglicosideo com ponte de corte para
interpretacdes do antibiograma (MIC-ug.ml™) resistente entre > 64 para amicacina e
<16 para gentamicina foi estavel no periodo avaliado. Resultado semelhante foi

observado no Hospital Geral de Fortaleza (HGF), no periodo de janeiro a junho de
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2001, onde foram estudados isolados de S. aureus isolados de pacientes, fazendo
uma analise do local da infeccdo e da sensibilidade e resisténcia dos
antimicrobianos, foi observado que todas as amostras testadas apresentaram
resisténcia a penicilina, ampicilina, amoxacilina, cefazolina, cefataxima, cefalotina,
tetraciclina e clindamicina; e que a hemocultura foi a amostra que teve maior nimero
de isolados de S. aureus, enquanto que os liquidos peritoneal e pleural
apresentaram menor frequéncia (ZELANTE et al., 1982). De fato em trabalho de
suscetibilidade antimicrobiana na cidade de Goiania (POLETTO et al., 2005), foi
demonstrado que ha alta sensibilidade de bactérias Gram-negativas a ciprofloxacina
e norfloxacina e 74,6% e 72,7% resistentes a amoxicilina e ampicilina,

respectivamente.

4.2.3 Caracterizacao geneética de Staphylococcus aureus

A andlise da diversidade genética de S. aureus por ARDRA mostrou a
presenca de 5 haplotipos nos diferentes ambientes (Figura 6). Entre estes o
haplétipo H1 foi 0 mais frequiente em todas as amostras avaliadas, estando presente
em amostras clinicas (pacientes), superficies e ar condicionado (Figura 7). O
haplétipo H3 foi encontrado principalmente em superficies, enquanto H4 e H5 foram
encontrados somente a partir de amostras clinicas (Figura 7), no ano de 2004

(Figura 8).
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Figura 09. Gel de eletroforese com os haplétipos obtidos pela técnica de ARDRA com a enzima
Mbol, dos isolados de Staphylococcus aureus. A) Haplétipo H3; B) Haplétipo H4; C) Haplétipo H2; D)
Haplotipo H1; E) Haplétipo H5.
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Farias et al. (1997) demonstraram a alta taxa de resisténcia a
antimicrobianos nas amostras de S. aureus nos hospitais do Brasil, restando poucas
opc¢Oes para o tratamento de infecgbes causadas por S. aureus resistente a oxacilina
(ORSA). Como constatado no presente trabalho, a selecdo de cepas resistentes
poderia ocorrer principalmente devido a essa variabilidade genética em populacbes
de S. aureus, as quais parecem ser introduzidas no ambiente hospitalar e

posteriormente selecionadas por meio da intensa utilizacdo de antibioticos.
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Figura 07. Distribuicdo dos haplotipos de S. aureus nos diferentes periodos amostrados.
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A prevaléncia crescente de diferentes fendtipos em ambiente hospitalar
€ motivo de preocupacdo e desafio as praticas de controle de infeccao hospitalar
(LEMMEN et al., 2004). O grau de contaminacao de superficie reflete o padréao de
higiene bem como a aplicacdo das medidas de controle disponiveis sendo
influenciado principalmente pela contaminacdo do ar, que por sua vez esta
relacionado aos portadores nasais (PASQUARELLA et al.,, 2000; DANCER et al.,
2004).

Foi observado também que os haplotipos H4 e H5 introduzidos
somente em 2004, a partir de pacientes, foram isolados de secrecdo vaginal e da
orofaringe, respectivamente, sugerindo que este seja o foco de infeccao primaria, ou

que sejam especificos para estas regides.
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Figura 8: Variacdo na frequéncia relativa das amostras avaliadas nos diversos ambientes
clinicos hospitalares com os respectivos haplétipos encontrados no periodo avaliado de
janeiro de 2002 a Dezembro de 2004.
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As variacdes no padrao genotipicos encontradas no presente estudo
mostram que, em um determinado ambiente e periodo, podem existir consideravel
heterogeneidade genética em populagdes naturais de S. aureus (Figura 9), e que
esta variacdo poderia ser a fonte de variabilidade para que linhagens resistentes

possam ser selecionadas por antibioticoterapias inadequadas.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES:

Os resultados obtidos permitem concluir que:

Escherichia coli apresenta maior frequéncia na populacdo de isolados

clinicos e de superficie durante o periodo avaliado, mas ndo € observado no

ar condicionado;

» Staphylococcus aureus esta presente durante todo o periodo de avaliacdo
(isolados clinicos, superficie e ar condicionado)

 As provas de sensibilidade a antibidticos demonstram que S. aureus
presente no ambiente hospitalar é resistente a gentamicina e amicacina;

» Existe variacdo genotipica na populacéo de S. aureus;

* No ano de 2004 foram observados dois haplotipos de S. aureus nos

pacientes amostrados, encontrados em amostras de secregdo vaginal e

secrecédo de ouvido.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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