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RESUMO

Introdugao: Superficies hospitalares podem estar contaminadas por bactérias
Gram-negativas, atuando como reservatério destes patdgenos. Objetivos:
Determinar a presengca de bactérias Gram-negativas isoladas das superficies
hospitalares de uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, analisando o perfil de
resisténcia, a produgdo de [(B-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL) e AmpC,
bem como verificar infecgbes e colonizagdes causadas por esses micro-organismos.
Métodos: As amostras do ambiente foram coletadas com swab esterilizado
umedecido em salina a 0,9% também esterilizada. Bactérias Gram-negativas foram
identificadas por MALDI-TOF MS. O Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos
foi realizado e todos os micro-organismos foram rastreados quanto a producao de
ESBL e AmpC. Resultados: Das 408 amostras coletadas, 30 foram positivas para
bactérias Gram-negativas sendo 19 multidroga resistentes, 10 eram produtoras de
ESBL e 19 de AmpC. A vigilancia diaria incluiu 148 neonatos internados na UTIN no
periodo de estudo, 38 apresentaram infec¢cao isolando 56 amostras obtidas de
diferentes sitios, sendo 17 produtores de ESBL e 25 de AmpC. Conclusao:
Bactérias Gram-negativas foram encontradas contaminando o ambiente, incluindo
amostras multidroga resistentes produtoras de ESBL e AmpC, representando um

risco para os neonatos da UTIN.

Palavras-chave: Infeccdo Hospitalar, Terapia Intensiva Neonatal, Resisténcia a

Medicamentos, Bactérias Gram-negativas, Ambiente de Instituicbes de Saude.



ABSTRACT
Introduction: Hospital surfaces may be contaminated by Gram-negative bacteria,
acting as a reservoir for these pathogens. Objectives: To determine the presence of
Gram-negative bacteria isolated from the hospital surfaces of a Neonatal Intensive
Care Unit by analyzing resistance profile, Extended Spectrum B-Lactamases (ESBL)
and AmpC production, as well as check for infections and colonizations caused by
these microorganisms. Methods: Environmental samples were collected with sterile
swab moistened with 0.9% saline also sterilized. Gram-negative bacteria were
identified by MALDI-TOF MS. Antimicrobial Susceptibility Testing was performed and
all micro-organisms were screened for ESBL and AmpC production. Results: Of the
408 samples collected, 30 were positive for Gram-negative bacteria, 19 were
Multidrug Resistant, 10 were ESBL and 19 AmpC producers. Daily surveillance
included 148 neonates admitted to the NICU during the study period, 38 had
infections isolating 56 samples obtained from different sites, 17 of them producing
ESBL and 25 of AmpC. Conclusion: Gram-negative bacteria were found to
contaminate the environment, including multidrug resistant ESBL and AmpC-

producing samples, posing a risk to NICU neonates.

Keywords: Cross Infection, Intensive Care Neonatal, Drug Resistance Microbial,

Gram-negative Bacteria, Health Facility Environment.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de Mestrado foi desenvolvida no Curso Técnico em
Andlises Clinicas da Escola Técnica de Saude da Universidade Federal de
Uberlandia, sob orientacdo da Prof?. Dra. Denise Von Dolinger de Brito Réder e co-
orientagao do Prof. Dr. Mario Paulo Amante Penatti, com apoio da equipe do Servigo
de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Uberlandia da Universidade Federal de
Uberlandia (HCU-UFU) e pela equipe do Grupo de Pesquisa Epidemiologia das
Infecgdes em Neonatos Criticos.

Esta estruturada no formato alternativo aprovado pelo Colegiado do Programa
de Pos-graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Uberlandia, o
qual permite que os resultados do estudo sejam apresentados em formato de artigo
cientifico. A formatagcdo e a estruturagcao do texto foram feitas de acordo com as
recomendagdes do Programa de Pds-graduagcdo em Ciéncias da Saude e a
Normalizagédo de Trabalhos Académicos (Associagao Brasileira de Normas Técnicas
- ABNT 2018).

Esta organizada nas seguintes seg¢des: (1) Introdugédo, onde é apresentado o
tema da pesquisa bem como é explicado o contexto ao qual esta inserido; (2)
Fundamentacao Tedrica, que aborda o referencial tedrico que norteou as hipoteses
do presente trabalho; (3) Objetivos, em que sdo expostos os propdsitos do estudo;
(4) Manuscrito publicado na revista International Journal of Development Research

em 2019 com a metodologia, resultados, discussao e conclusdo da pesquisa.
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1 INTRODUGAO

Superficies hospitalares contaminadas atuam como potenciais reservatérios
de micro-organismos causadores de Infecgcdes Relacionadas a Assisténcia em
Saude (IRAS) (Suleyman, Alangaden, Bardossy, 2018). Apds a desinfecgao do
ambiente, varios micro-organismos ainda podem permanecer nesses locais (Wang
et al., 2017).

As bactérias Gram-negativas sdo agentes causadores de aproximadamente
19% dos quadros de sepse nosocomiais e mais de 30% das pneumonias, onde se
destacam Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae como as principais
responsaveis por surtos em UTIN e tornaram-se causa importante de IRAS através
da contaminacao do suprimento de agua e varias superficies (Suleyman, Alangaden,
Bardossy, 2018). Infeccdo cruzada pode estar relacionada a esses micro-
organismos, inclusive naqueles resistentes a multiplos antimicrobianos, com
destaque para os produtores de B-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL) e
AmpC (Esteves et al., 2016; Meije et al., 2019).

Dado a relevancia do ambiente hospitalar no sentido de representar um
reservatorio em potencial de agentes patogénicos e de se tratar de uma unidade
critica com pacientes imunologicamente deprimidos, idealizou-se a realizacao desta
pesquisa, com o intuito de detectar e analisar bactérias Gram-negativas verificando

também seu fendtipo de resisténcia e buscando contribuir com a unidade.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Infecgbes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS)

Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo definidas como
infecgdes adquiridas durante o processo de cuidado em instituicdes de saude, que
ndo estavam presentes na admissdo do paciente. E a principal causa de morbi-
mortalidade e representa um dos mais importantes dilemas de saude publica no
mundo (La Fauci et al., 2019). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) considera o
combate as IRAS uma prioridade e iniciativas multinacionais foram colocadas em
pratica (Pittet et al., 2008) sendo uma das mais importantes, a formagéao da Aliancga
Mundial para Seguranca do Paciente (World Alliance for Patient Safety), no ano de
2004 (Pittet, Donaldson, 2006).

Todos os anos, mais de quatro milhées de pacientes sao afetados por IRAS
na Europa (Alp et al., 2019) e representam 37 mil mortes anualmente (Magill et al.,
2014). Seu impacto econémico também é significativo, totalizando aproximadamente
9,8 bilhdes de ddélares por ano (Zimlichman et al., 2013). Nos Estados Unidos,
estima-se que cerca de dois milhdes de IRAS ocorram anualmente, resultando entre
60 e 90 mil mortes e com um custo aproximado de 17 a 29 bilhdes de ddlares (Alp et
al., 2019).

E considerado um grave problema de saude publica principalmente em paises
em desenvolvimento como o Brasil, devido a maior limitagcdo de recursos humanos e
financeiros (Urzedo et al., 2014). Por varios anos, o Brasil ndo apresentou
informacdes que permitissem a comparagdo de indicadores de IRAS, devido,
principalmente a auséncia de critérios padronizados para o diagnostico e vigilancia
dessas infecgdes. Esse cenario comecou a mudar em 2009 apds a publicagao de
critérios nacionais de IRAS pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(ANVISA, 2017). Porém permanecem grandes lacunas no conhecimento da
epidemiologia das IRAS no pais. Isso se deve principalmente as dimensdes
territoriais do pais (La Forgia, Couttolenc, Washington, 2008). Entretanto, alguns
estudos demonstram taxas de IRAS que variam de 35% a 70% (Silva et al., 2012;

Sinésio et al., 2018), com aumento do tempo de permanéncia na unidade e gastos
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direto com o tratamento chegando a ser nove vezes superior ao gasto de um
tratamento com pacientes sem infec¢ao (Braga, 2019).

Entre os micro-organismos isolados nas IRAS incluem: Escherichia coli
(15,9%), Staphylococcus aureus (12,3%), Enterococcus spp. (9,6%), Pseudomonas
aeruginosa (8,9%) Klebsiella spp. (8,7%), Estafilococos coagulase-negativos (7,5%),
Candida spp. (6,1%), Clostridium difficile (5,4%), Enterobacter spp. (4,2%), Proteus
spp. (3,8%) e Acinetobacter spp. (3,6%) (La Fauci et al., 2019) e a resisténcia
antimicrobiana € um problema associado a IRAS (Glied et al., 2016), em que se
estimam mais de dois milhdes de pessoas/ano adquirem bactérias resistentes a

antimicrobianos, e cerca de 23 mil evoluem para o 6bito (CDC, 2013).

2.2 Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN)

Os pacientes em unidades criticas sdo os mais afetados por IRAS, causadas
por micro-organismos que contribuem para internagdes prolongadas, aumento da
morbi-mortalidade e aumento dos custos hospitalares (Zaha et al.,, 2019),
principalmente em UTIN (Chen et al., 2017). As IRAS s&do mais prevalentes na UTIN
devido ao uso de dispositivos invasivos, gravidade das doencgas, comorbidades e
carga de trabalho dos profissionais que atuam neste local (Alp et al., 2019).

O objetivo de uma UTIN €, na maioria das vezes, concluir o desenvolvimento
do neonato fora do utero e oferecer suporte de vida aos pacientes em estado critico.
No entanto, a presenca de micro-organismos nesse local influencia negativamente
os cuidados prestados (Flidel-Rimon et al., 2019).

O Brasil possui uma taxa de IRAS em UTIN de 18,9%, entretanto, esta taxa ja
atingiu até 51% em um estudo realizado por Pereira e colaboradores (2013). Estima-
se que a taxa de mortalidade neonatal no Brasil causada por infeccbes € de 10 a
cada 1000 nascidos vivos, uma taxa elevada quando comparado com o Japao
(1/1000), Estados Unidos (4/1000), e Chile (5/1000). Na Argentina, as taxas de
mortalidade por doencas infecto-contagiosas variam entre 8,4% e 11,5% (Mizumoto
et al., 2015; Finkelstein et al., 2015). Em alguns paises, principalmente os em
desenvolvimento, aproximadamente metade dos pacientes internados na UTIN
adquirem algum tipo de infec¢do ao longo da sua internagao (Sorsa, 2019). Segundo

a OMS 130 milhées de neonatos nascem todo ano e mais de 10 milhdes vao a 6bito
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antes de completarem cinco anos de idade, sendo um tergo desses Obitos
relacionados a infecgbes neonatais (WHO, 2017).

Os fatores de risco envolvidos na aquisicdo de infeccdo neonatal sao
intrinsecos: prematuridade, fragilidade da pele, baixa idade gestacional, peso inferior
a 1000g e, os extrinsecos: uso de dispositivos invasivos, incluindo Cateter Venoso
Central (CVC), nutricao parenteral, ventilacdo mecanica e sonda vesical. Sepse
hospitalar em neonatos de paises em desenvolvimento representa 3,6 a 21% de
todas as IRAS (Resende et al., 2015).

As taxas de infeccdo nosocomial e a resisténcia aos antimicrobianos sao
evidenciadas na UTIN em comparacédo a outras unidades hospitalares. Infec¢des
nosocomiais afetam até 30% em pacientes na UTIN e eles ocorrem 5 a 10 vezes
menos em pacientes que ndo estdo em UTIN (Silva, 2017). Varios fatores podem
explicar essas diferencas incluindo o uso de procedimentos mais invasivos, maos
nao higienizadas corretamente, lapsos em técnicas assépticas, pressédo seletiva
para antimicrobianos devido a uso inapropriado, transferéncia de pacientes no
hospital, doenga subjacente grave, desnutricdo e imunossupressao (Silva, 2017).

Em UTIN, as IRAS mais comuns sao as pneumonias, infecgdo de corrente
sanguinea e de trato urinario, e grande parte dessas infec¢des estao associadas a
dispositivos invasivos, como ventilagdo mecanica, cateter venoso central e sonda
vesical (Vincent et al., 2009; Silva et al., 2012; Zaragoza, Ramirez, Lépes-Pueyo,
2014). Em um estudo realizado em 75 Unidades de Terapia Intensiva (UTIl) em 65
hospitais no Brasil, o principal sitio de infec¢ao foi o trato respiratério com 69% dos
casos, seguido por infeccdo abdominal com 23% das ocorréncias e a sepse, que
correspondeu a 16% dos pacientes infectados, sendo as bactérias Gram-negativas
0s agentes etioldégicos mais prevalentes (40%) (Braga, 2019).

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HCU-UFU),
foco desta pesquisa, € um centro de atendimento terciario de nivel universitario
localizado na cidade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. A UTIN (Figura 1) possui
20 leitos, conta com 120 profissionais envolvidos diretamente com pacientes, entre
eles, enfermeiros, técnicos de enfermagem, médicos e fisioterapeutas. Em estudo
prévio realizado nesta unidade foram descritos os principais fatores de risco para
IRAS, como, peso de nascimento entre 750g e 1500g e maior que 2500g, idade
gestacional entre 26 e 30 semanas, tempo de internagdo maior que oito dias, uso de

cateter venoso central, uso de ventilagdo mecanica e nutrigdo parenteral, sendo as
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IRAS mais frequentes as de corrente sanguinea com confirmagao laboratorial, e,
dentre as bactérias Gram-negativas destaca a Klebsiella pneumoniae (Modesto,
Brito, 2019).

Figura 1: Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HCU-UFU).

Fonte: Equipe da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (2018)

Dong e colaboradores (2017) concluiram que as infecgbes causadas por
bactérias Gram-negativas ocorrem mais frequentemente em neonatos, sendo que a
maioria dos pacientes incluidos na pesquisa combinava doengas subjacentes.
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foram os agentes patogénicos mais
comuns. Existem varias evidéncias de que a contaminacdo do ambiente e das maos
dos profissionais podem contribuir para a transmissdo de micro-organismos aos
pacientes da UTIN (Moffa et al., 2017).

2.3 Bactérias Gram-negativas

Varios géneros da familia Enterobacteriaceae e de bactérias Gram-negativas
nao-fermentadoras de glicose sdo evidenciados devido ao aumento nas taxas de
resisténcia aos antimicrobianos, em especial quando relacionados a infecgdes

adquiridas no ambiente hospitalar (Slama, 2008; Wollheim, 2014).
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As bactérias Gram-negativas sao agentes causadores de aproximadamente
19% dos quadros de sepse nosocomiais e mais de 30% das pneumonias, onde se
destacam Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae como as principais
responsaveis por surtos em UTIN e tornaram-se causa importante de IRAS através
da contaminacao do suprimento de agua e varias superficies (Suleyman, Alangaden,
Bardossy, 2018).

A microbiota humana em individuos saudaveis n&o traz nenhum risco, mas
pode causar danos em individuos imunocomprometidos (ANVISA, 2004). Entre os
micro-organismos capazes de causar prejuizos a saude, os que se destacam sao
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii
transmitidos pelo contato entre profissionais com maos contaminadas e pacientes
(Costa, Silva, 2018).

Enterobacter spp., apresenta resisténcia a multiplos farmacos, quando
envolvido nas IRAS e representa um grande desafio para os controles de infec¢des.
O fato desses micro-organismos produzirem (-Lactamases de Espectro Estendido
(ESBL), importante enzima responsavel pela resisténcia antimicrobiana que torna
dificil o manejo de infecgdes (Tauffer et al., 2019). Estudos epidemiolégicos que
relatam dados de prevaléncia e resisténcia de IRAS chegaram ao consenso de que
algumas espécies de Enterobacter devem ser consideradas uma emergéncia clinica
e epidemioldgica (WHO, 2017; Pletzer, Mansour, Hancock, 2018; Esposito, 2018).

Klebsiella spp. sGdo comuns em causar pneumonia e infeccdes urinarias.
Estudo mostra que este micro-organismo tem causado surtos nosocomiais por
possuir genes de resisténcia e transferi-los para outros micro-organismos (Kallen et
al., 2010), assim como Pseudomonas aeruginosa que é considerado um agente
oportunista que pode causar doengas como infecgcdes do trato urinario, do sistema
respiratorio, da pele, dos tecidos moles, oftalmoldgicas, ésseas, articulares e outras
infecgdes sistémicas, relacionadas as IRAS (Kallen et al., 2010).

Acinetobacter spp. sao causa dominante de IRAS e surtos em hospedeiros
suscetiveis, principalmente nas UTIN (Suleyman, Alangaden, Bardossy, 2018). A
propensao a causar surtos € facilitada pela resisténcia antimicrobiana e sua
capacidade de resistir a dessecagao e sobreviver por periodos prolongados em
varios ambientes (Shimose et al., 2016). Proliferam e podem sobreviver por 5 a 11
meses em superficies secas. Até 75% dos pacientes hospitalizados podem ser

colonizados com Acinetobacter spp. (Suleyman, Alangaden, Bardossy, 2018).
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E. coli destaca-se por sua capacidade de aderir aos tecidos humanos,
favorecendo a multiplicagéo e a infecgao (Diniz, Santos, 2019) e estudo demonstra
que E. coli e Klebsiella spp. podem sobreviver em ambientes por mais de um ano e
fontes ambientais e pacientes assintomaticos os responsaveis pela maioria dos
surtos (Sood, Perl, 2016). Serratia spp. sdo comuns associado a IRAS, capazes de
causar infec¢des do trato urinario e corrente sanguinea, incluindo endocardite.Estas
infecgdes sdo relatadas com frequéncia crescente e, portanto, tem sido uma das
bactérias com maior impacto na saude publica, além da caracteristica importante de
ter resisténcia intrinseca e adquirida a agentes antimicrobianos (Rezende, 2019).

Dancer (2014) encontrou resultados sugerindo que objetos que tém contato
com a agua sao reservatérios para Stenotrophomonas spp. no ambiente de
cuidados com a saude. Persistem porque criam biofiime e aderem a superficies
como tubos, canos de agua e drenos hospitalares. Este micro-organismo oferece um
risco de colonizacéo e infeccdo em pacientes de UTIN. E um oportunista ambiental
que pode colonizar nichos em hospitais e salas limpas. Nota-se que em muitos
surtos relatados, ha participagdo inegavel de uma fonte ambiental (Sood, Perl,
2016).

O diagndstico rapido de patégenos é crucial para a terapéutica adequada. O
método classico de cultura € demorado, novos métodos como o MALDI TOF
permitem um diagndostico muito mais rapido. O material é colocado em uma placa
com matriz e bombardeado com um laser que o evapora; um sistema ioniza e aspira
o material volatilizado, que chega a detectores, os quais registram o tempo em que a
substancia chega ao detector e sua quantidade. Cada patégeno tem um espectro

caracteristico que € analisado por um software.

2.4 Ambiente

O ambiente de atendimento ao paciente € composto por trés elementos, o
espaco construido e usado para prestar assisténcia, o equipamento usado para
atendimento e as pessoas, incluindo funcionarios, pacientes e visitantes. O ambiente
€ definido como o espaco imediato ao redor do paciente, que pode ser tocado por
ele e pelos profissionais de saude ao prestarem cuidados (Suleyman, Alangaden,
Bardossy, 2018). Nos cuidados agudos, o ambiente do paciente € definido como, a

area utilizada dentro da instituicdo incluindo equipamentos, dispositivos médicos,
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moveis, telefones, objetos pessoais e banheiro. Em UTI, o ambiente é definido como
0 espacgo do leito e itens de equipamentos dentro do quarto, proximo ao paciente.
Em um quarto multiplo consiste na area dentro da cortina do individuo (PIDAC,
2012).

Tém-se também as superficies ambientais que ndo entram em contato direto
com os pacientes durante o atendimento, que sao divididos em duas partes:
superficies dos equipamentos médicos, como macganetas ou botdes de aparelhos e
carrinhos de instrumentos; e construgdes como, superficies de pisos, paredes e
mesas (Suleyman, Alangaden, Bardossy, 2018). As superficies de limpeza sao
divididas naquelas com contato frequente com as maos ou superficies de "alto
toque" e aquelas com superficies minimas de contato com as maos ou “toque baixo”.
Superficies de "alto toque" incluem macganetas, grades de cama, interruptores de
luzes, superficies dentro e ao redor de banheiros nos quartos dos pacientes e as
cortinas de privacidade. As superficies de “baixo toque” incluem paredes, tetos,
espelhos, peitoris de janelas e pisos na area de atendimento (Sood, Perl, 2016).

Superficies de “alto toque” sdo definidas quantitativamente, com base na
frequéncia de contato de profissionais de saude com superficies no local imediato de
um paciente, como as grades da cama, superficie do leito, carrinho de suprimentos,
mesa de cabeceira e bombas intravenosas. Superficies de “alto toque” em
proximidade com os pacientes oferece o maior risco de transmissao de IRAS
(Huslage et al., 2010; Dancer, 2014; Shams et al., 2016).

Superficies, objetos, dispositivos médicos e ambiente, incluindo manguitos de
pressao arterial, estetoscopios, aparelhos, bombas de infusdo e maquinas de
hemodiadlise, podem servir como potenciais reservatérios para patdégenos
nosocomiais que podem ser transmitidos aos pacientes pelas maos dos profissionais
de saude por meio da higienizagdo inadequada (Suleyman, Alangaden, Bardossy,
2018; Huslage et al., 2010) (Figura 2). Transmissao cruzada pelas maos dos
profissionais de saude, diretamente do contato com o paciente ou indiretamente
tocando em superficies ambientais, foi implicado em 20% a 40% das IRAS (Olmsted,
2016). Menos comumente, um paciente pode vir a ficar colonizado por contato direto
com uma superficie ambiental contaminada (Patel, Mantey, Mody, 2017; Barnes et
al., 2014).

Os micro-organismos podem sobreviver por periodos prolongados de tempo

no ambiente da saude e podem ser detectados no ar, na agua e em superficies
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(Suleyman, Alangaden, Bardossy, 2018). O numero e tipos de micro-organismos
presentes no ambiente sao influenciados pelo numero de pessoas nesse ambiente,
grau de atividade, quantidade de umidade, presenga de material capaz de apoiar o
crescimento microbiano e taxa no qual micro-organismos suspensos no ar séo
removidos (Chinn, Sehulster, 2003).

Figura 2 - Superficies do ambiente hospitalar que podem ser reservatérios de micro-

organismos.
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Ambientes Uumidos e solu¢cdes a base de agua em instalagbes de saude
podem servir como reservatorios de micro-organismos transmitidos pela agua, que
habitam naturalmente e crescem nos sistemas. Legionella spp., Pseudomonas spp,
Acinetobacter spp e Aspergillus spp. sao alguns exemplos (Gamage et al., 2016).
Esses micro-organismos sao associados a biofilmes que os protegem de
substancias bactericidas (Suleyman, Alangaden, Bardossy, 2018). Stojek,
Szymanska, Dutkiewicz (2008) demonstraram que 79% das amostras de agua
coletadas de seis hospitais estavam contaminados com micro-organismos Gram-
negativos. A agua potavel fornecida aos servigos de saude e distribuida através de

uma extensa rede de encanamentos para pias de higienizagdo de méos, maquinas
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de gelo e equipamento médico, pode promover o desenvolvimento de biofiimes
pelos micro-organismos, pois ela € passada por esse complexo sistema de
distribuicdo juntamente com a agua estagnada na rede (Decker, Palmore, 2013;
Olmsted, 2016; Sood, Perl, 2016).

Kanamori, Weber, Rutala (2016) demonstraram que IRAS tém implicado nos
micro-organismos que incluem Legionella spp., Pseudomonas spp., Aeromonas
spp., Burkholderia spp., Acinetobacter spp. e enterobactérias ESBL resistente aos
carbapenémicos, na agua do hospital. Recente estudo tém implicado as torneiras
eletrbnicas como reservatorios para micro-organismos (Suleyman, Alangaden,
Bardossy, 2018).

A contaminagdo de computadores e monitores contribui com a hipétese de
que as superficies mais tocadas sdo as mais contaminadas, essa proposi¢éo reforga
a ideia de que, na maioria das vezes os profissionais ndo higienizam as méaos apés
o contato com um paciente, podendo assim, contribuir para a disseminacado de
micro-organismos (Lemmen et al., 2004). Investigagdo da taxa e contaminagao
bacteriana das superficies ambientais da UTIN podem fornecer recomendacdes para
prevenir a transmissao de bactérias patogénicas para pacientes e profissionais de
saude (Otter et al., 2013). Embora esteja bem estabelecido que os micro-organismos
possam sobreviver em ambientes de saude por longos periodos de tempo, o tempo
exato de sobrevivéncia varia dependendo de certas condigbes, por exemplo,
umidade, temperatura, tamanho do indéculo e tipo de superficie (Suleyman,
Alangaden, Bardossy, 2018).

Suleyman, Alangaden, Bardossy (2018) sugerem que a contaminagao
ambiental desempenha um papel importante na transmissao hospitalar de micro-
organismos MDR. A resisténcia antimicrobiana também pode influenciar na
persisténcia de tais bactérias, tornando-se a fonte de surtos hospitalares perigosos
(Wagenvoort et al., 2015). Em estudo de La Fauci e colaboradores (2019) nao foi
encontrado diferencas estatisticas entre a resisténcia a antimicrobianos de micro-
organismos isolados de superficies em torno dos pacientes e das maos dos
profissionais de saude, afirmando dados da literatura que as bactérias nas
superficies hospitalares sao transferidas pelas maos da equipe de saude.

O papel da higienizacdo das méos é vital para impedir a disseminagao desses
micro-organismos (La Fauci et al., 2019). Aproximadamente um ter¢co de todas as
IRAS podem ser prevenidas pela ado¢ao de medidas simples, como a higienizagao
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correta das maos com agua e sabao, pelos profissionais de saude e visitantes, como
preconizado pela OMS (WHO, 2017), visto que as maos transportam o maior
numero de micro-organismos aos pacientes (Costa, Silva, 2018).

Na higienizacdo das maos as seguintes finalidades devem ser alcangadas:
remogao de sujidade, suor, oleosidade, pelos, células descamativas e microbiota da
pele, interrompendo a transmissdao de micro-organismos que causam infecgdes,
prevencgao e redugao das IRAS causadas pelas transmissdes cruzadas (CDC, 2002;
ANVISA, 2017). Este procedimento € considerado uma das principais formas de
controle de infecgéo (Cheng et al., 2019).

Os profissionais de saude devem fazer a higienizagao correta das méaos antes
e apos a manipulagdo de cada paciente, aplicagdo de medicamentos injetaveis,
preparagao de materiais ou equipamentos, higienizagao e troca de roupas, antes de
ministrar medicamentos via oral e preparar nebulizagdes, entre outras técnicas
(Costa, Silva, 2018).

Cheng e colaboradores (2019) demonstraram que a adeséo dos profissionais
de saude as praticas de higienizagdo das méaos de forma constante e na rotina diaria
ainda é baixa, devendo ser estimulada para torna-los conscientes da importancia de
tal habito. Com essa baixa adesao, as IRAS ameacam os profissionais de saude e
comprometem o0s pacientes resultando em gastos excessivos para o sistema
(ANVISA, 2009).

As méaos dos profissionais de saude podem ser persistentemente colonizadas
por micro-organismos (como Staphylococcus aureus, bactérias Gram-negativas ou
leveduras) que em areas criticas como UTIN e unidades com pacientes
imunocomprometidos e pacientes cirurgicos, podem ter um importante papel nas
IRAS (Rotter, 2004) transportando esses micro-organismos de maneira direta aos
pacientes ou indireta por meio de objetos e superficies do ambiente hospitalar
(Cheng et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Verificar a presenca de bactérias Gram-negativas isoladas das superficies

hospitalares de uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

3.2 Especificos
Analisar o perfil de resisténcia, a produgcado de B-Lactamases de Espectro

Estendido (ESBL) e AmpC das bactérias Gram-negativas isoladas.
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INTRODUCTION

Contaminated surfaces within the hospital environment are
potential reservoirs of health care associated pathogens'.
Gram-negative bacteria thrive in the nosocomial environment
and contaminate numerous sites on surfaces and equipment®.
The presence of these micro-organisms in the environment can
serve as a source of cross infection in a hospital environment”.
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Infection caused by Extended-Spectrum B-Lactamases (ESBL)
positive Gram-negative bacteria have been emerged
internationally. The problem is more alarming in developing
countries, where there is limited antibiotic option, lack of
surveillance networks, irrational drug use, and lack of
appropriate diagnostics’. Similarly, Gram-negative bacteria
producing AmpC B-Lactamase is an emerging problem related
with health care associated bacteremia. Effective treatment of
infection caused by AmpC producers has become a major
challenge due to frequent resistance to various antimicrobials.
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Thus, their detection is important from infection control point
of view’. The aim of this study was determine the rate of
contamination of inanimate surfaces by Gram-negative
bacteria, analyzing resistance profile, as well as to determine
the rate of the extended spectrum B-Lactamase (ESBL) and
AmpC B-Lactamase production among isolates. The study was
conducted in the Neonatal Intensive Care Unit (NICU) that has
20 beds, in the Hospital of the Federal University of
Uberlandia, a university level tertiary care center, located in
the city of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. The surface
disinfection was made with INCIDIN® EXTRA N 0.5% that
consists of 12.4% glucoprotamine, 15% alkyl dimethyl benzyl
ammonium chloride, nonionic surfactant, solvent, complexing
agent, anticorrosive agent and water. This disinfection is done
by friction at least three times a day after change of shift (6:30
a.m., 12:30 p.m. and 6:30 p.m.). The environmental samples
were collected in three periods (March, June and August of
2018), always on the same day of the week and respecting the
same time (two hours before disinfection of the unit), covering
the following surfaces: baby incubators, heated cribs, monitors
table, respirator monitor, infusion pump, vital signs monitor,
soap dish, towel paper holder, cabinet drawer, switch,
medicine storage refrigerator’s door, NICU access doors, door
handle, medication preparation area, faucet spout and bath sink
drains, totaling 136 points and 408 samples. The collections
were made on surfaces of delimited areas. A sterilized swab
was moistened in 3mL of 0.9% saline solution, and subjected
to pressure and friction throughout the area delimited, for 20
seconds, starting the procedure horizontally, then wiping
vertically and for end, in the diagonal direction’. Finally, the
swab with the sample was placed in the tube with 0.9% saline
solution, identified and transportation to the Laboratory for
microbiological procedures. The species were identified by
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption
Tonization-Time of Flight)’.

Amikacin (30pg), Ciprofloxacin (5pg), Cefoxitin (30pg),
Piperacillin-Tazobactam  (110pg), Ceftazidime (30ug),
Cefepime (30pg), Meropenem (10pg), Aztreonam (30pg),
Trimethoprim-Sulfamethoxazole (25pg), Ceftriaxone (30png),
Ampicillin-Sulbactam (20ug). Strains of the American Type
Culture Collection (ATCC) of Escherichia coli ATCC 25922
(B-Lactamase negative) and Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 (broad spectrum of resistance to various commercial
antimicrobials) were used. The definition of Multidrug
resistant (MDR) samples is those that have resistance to 3 or
more classes of antimicrobials®. The Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) of Colistin was determined using the
reference broth microdilution method recommended by the
Clinical and Laboratory Standards Institute M100®. Colistin
resistance was defined as MIC >4pg/L. Additionally, the MIC
of seven antimicrobials was determined for Stenotrophomonas
maltophilia. The antimicrobials tested included Ticarcillin +
Clavulanate (TIM), Ceftazidime (CAZ), Minocycline (MI),
Levofloxacin (LVX), Chloramphenicol and Trimethoprim
+Sulfamethoxazole (SXT). Intermediately-resistant isolates
were considered to be resistant. The quality control for MIC
was performed using Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus
aureus ATCC 29213. Detection of ESBL production was done
by combined disc method using cefotaxime (30ug),
cefotaxime+clavulanic acid (30pg/ 10pg), ceftazidime (30pg)
and ceftazidime+clavulanic acid (30pg/10pug). Inhibition zone
>5mm increase in either antimicrobial tested in combination
with clavulanic acid versus its zone when tested alone
confirmed ESBL production®. Detection of p-Lactamase
AmpC was done by wusing cefoxitin (30pg) and
cefoxitintcloxacillin disks (230pg). A difference of >4mm in
the inhibition zones of cefoxitin+cloxacillin and cefoxitin
disks was an indication of AmpC production’.

Table 1. Phenotype, ESBL and AmpC p-Lactamase production of Gram-negative bacteria in the Neonatal Intensive Care Unit
Environment from March to August 2018

Bacterial Species Surfaces n Phenotype ESBL Positive ~ AmpC Positive Total
n %
Pantoea aerogenes Baby Incubators 1 MDR 0 1 13 43.4
4  N-MDR 0 4
Monitor Table 1 N-MDR 0 1
Bath Sink Drains 2 MDR 2 0
Faucet Spout 2 MDR 1 0
NICU Access Door 2 MDR 2 0
Soap Dish 1 N-MDR 0 1
Escherichia coli Baby Incubators 1 N-MDR 0 1 6 20
Monitor Table 1 N-MDR 0 1
1 MDR 1 0
Faucet Spout 1 MDR 1 1
Respirator Monitor 1 MDR 0 1
1 N-MDR 0 1
Pantoea agglomerans Baby Incubators 2 MDR 1 2 4 134
1 N-MDR 0 1
Towel Paper Holder 1 MDR 1 0
Serratia marcescens Bath Sink Drains 1 MDR 0 1 3 10
NICU Access Door 1 MDR 0 1
Door Handle 1 MDR 0 0
Serratia liquefaciens Baby Incubators 1 MDR 0 1 1 33
Stenotrophomonas maltophilia Faucet Spout 1 MDR 0 0 1 33
Klebsiella pneumoniae Baby Incubators 1 N-MDR 0 1 1 33
Klebsiella oxytoca Bath Sink Drains 1 MDR 1 0 1 33
TOTAL 30 10 19 30 100

Legend: MDR: Multidrug-Resistant organism; N-MDR: Not Multidrug-Resistant organism.

The antimicrobial susceptibility test was performed using the
Disk Diffusion technique proposed by Kirby and Bauer
modified®. The following antimicrobials were tested:
Amoxicillin-Clavulanate ~ (30pg),  Gentamicin  (10pug),

Approved by the Committee of Ethics in Research with
Human Beings of the Federal University of Uberlandia, with
number 2.678.162/2018 and it is in keeping with the Helsinki
Declaration. Of the 408 samples collected, 30 (7.3%) was
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isolated Gram-negative bacteria, including 13 (43.4%)
Pantoea aerogenes, 6 (20%) Escherichia coli, 4 (13.4%)
Pantoea agglomerans, 3 (10%) Serratia marcescens, 1 (3.3%)
Serratia liquefaciens, 1 (3.3%) Stenotrophomonas maltophilia,
1 (3.3%) Klebsiella pneumoniae and 1 (3.3%) Klebsiella
oxytoca. There was a higher number of contaminant isolates in
the baby incubator (n=11; 36.6%), faucet spout used to
hygiene professional hands (n=4; 13.3%) and bath sink drains
used for neonatal baths (n=4; 13.3%) (Table 1). Overall, 19
(63,3%) MDR environmental isolates were identified,
preserved and rechecked for different antibiotics (13
antibiotics), screened for Extended Spectrum B-Lactamase
production and AmpC B-Lactamase production. Among these
isolates, 10 (33.3%) were ESBL producers and 19 (63.3%)
were AmpC producers. Of the positive isolates at screening for
ESBL, 5 (16.6%) were Pantoea aerogenes followed by 2
(6.7%) Escherichia coli, 2 (6.7%) Pantoea agglomerans and 1
(3.3%) Klebsiella oxytoca. Of the positive isolates at screening
for AmpC, 7 (23.3%) were Pantoea aerogenes followed by 5
(16.7%) Escherichia coli, 3 (10%) Pantoea agglomerans, 3
(10%) Serratia spp. and1(3.3%) Klebsiella pneumoniae. A
higher percentage of resistance was found for Cefoxitin (90%),
Amoxicillin + Clavulanic Acid (86.7%) and Colistin (56.7%)
(Table 2).

Table 2. Antibiotic susceptibility patterns of Gram-
negative isolated from the Environment

Antimicrobial Resistance %
Cefoxitin (30pg) 27 90
Amoxicillin-Clavulanate (30png) 26 86.7
Colistin (MIC >4pg/mL) 17 56.7
Ceftriaxone (30ug) 14 46.7
Gentamicin (10pg) 13 433
Amikacin (30pg) 11 36.7
Aztreonam (30pg) 11 36.7
Ampicillin-Sulbactam (20pg) 11 36.7
Ceftazidime (30pg) 10 333
Cefepime (30pg) 10 333
Trimethoprim-Sulfamethoxazole (25ng) 6 20
Ciprofloxacin (5pg) 5 16.7
Meropenem (10pg) 3 10
Piperacillin-Tazobactam (110png) 2 6.7

There are several evidences that microbial contamination of
the clinical environment may contribute for transmission of
pathogens to intensive care unit patients. Transmission of
pathogens can occur even after cleaning and disinfecting the
hospital environment’. The results of the present study showed
that 7.3% of the environmental surfaces sampled were
contaminated by some kind of Gram-negative bacteria.
Pantoea aerogenes was the most frequent pathogen detected in
13 (43.4%) environmental samples. In 10 (58.8%) of the 17
Pantoea isolates, MDR was observed. Study observed the
evaluated Pantoea species over 3 years (2015-2017) and
showed that the samples circulated within the hospital
environment, being this reservoir, and rapidly acquired
resistance to important antimicrobials such as carbapenens'’.
Other Gram-negative pathogens were detected in environment
in this study including E. coli, P. agglomerans, S. marcescens,
S. liquefaciens, S. maltophilia, K. pneumoniae and K. oxytoca.
In totally, 23 (76.7%) of the isolated samples were obtained
from dry surfaces and 7 (23.3%) of humid environments.
Study shows that these pathogens can survive from 1.5 hours
to 16 months on dry inanimate surfaces'.Water or water-
related equipment can serve as a waterborne pathogen

reservoir in the hospital environment. Previous studies also
have associated a water source with acquisition of Gram-
negative pathogens because of the bacterium’s ability to form
a biofilm in moist environments®. These pathogens can cause
nosocomial infections and outbreaks in  severely
immunocompromised or critically ill patients, particularly in
NICU'". Through a research carried out in the unit's electronic
system, it was observed that, unlike the other Gram-negative
pathogens isolated in the unit environment, S. maltophilia was
the only pathogen that, for the first time in 20 years of study,
was isolated causing infection and colonization in the neonates
of the studied NICU. Also found in the environment, the
situation became alarming especially after two neonates had
died. It is an environmental opportunistic pathogen that can
also colonize niches in hospitals and clean rooms. Besides that,
S. maltophilia has emerged as an important nosocomial
pathogen among pediatric patients. It should be noted that in
many reported outbreaks there is the undeniable participation
of an environmental source'?. It was observed in this research,
that 63.3% of the environmental isolates were MDR. Studies
have suggested that environmental contamination plays an
important role in the nosocomial transmission of MDR
micro-organisms>.

The persistence of these micro-organisms in the environment
can serve as a source of transmission and dissemination in
the hospital environment. Many pathogens isolated from the
environment presented a considerable level of resistance to
antimicrobial agents. It is suggested that this is due to the
frequent use of antimicrobial, especially in developing
countries and Critical Units’. In the present study, of the 30
isolates of the environment, 10 (33.3%) were ESBL and 19
(63.3%) AmpC producers. A study conducted in 2019 with
hospitalized patients in Tehran and Ilam, Iran, showed that 23
(35.4%) of the 65 Escherichia coli isolates were ESBL
producers and 6 (9.2%) were AmpC producers'”. Extended-
spectrum B-Lactamase (ESBL) or AmpC [-Lactamase
(AmpC) producing Enterobacteriaceae has been increasingly
implicated in health care and community associated
bacteremia’. Our data showed that 17 (56.7%) of the
environmental isolates were resistant to Colistin. It is
considered the antimicrobial of last resource because, although
it has side effects, including nephrotoxicity and ototoxicity, it
is widely active against Gram-negative bacteria'’. Several
resistance mechanisms, including Extended Spectrum f3-
Lactamases (ESBL), such as the AmpC gene, are reported to
be responsible for carbapenem and Colistin resistance.
Isolation of Colistin-resistant bacteria in many countries
underscores the need to develop new strategies for the
treatment of Gram-negative bacteria, including MDR
samples'”.

The rate of contamination of inanimate surfaces in this
research was low (7.3%), demonstrating the effectiveness of
the substance used as well as the method of use of the product.
Study® conducted in 2012 evaluated the efficacy of Incidin
(containing glucoprotamine) over the current standard,
Deconex (containing aldehyde) in a high-risk clinical setting
that is the hematology transplant unit sector at the University
Hospital of Basel in Switzerland. Of the 1,540 samples of
surfaces disinfected with Incidin, 185 (12%) showed bacteria
grown. In conclusion, high-touched surfaces of NICU were
found to be clinical pathogenic bacteria contaminated,
including multidrug resistant, ESBL and AmpC f-Lactamase
producers. Overall, the role of the inanimate environment
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derives from continued problems and researchers should be
aware to discover this rote of transmission in cross infection
acquisition of multidrug resistant organisms.
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