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RESUMO

Staphylococcus aureus ¢ um agente associado as infec¢des hospitalares, devido a
elevada frequéncia e patogenicidade, que o capacitam a produzir doengas tanto em
individuos imunocomprometidos quanto em higidos. E de facil disseminagdo intra-
hospitalar e se caracteriza pela resisténcia cumulativa a antimicrobianos. E agente de
varias infec¢des, brandas ou severas, incluindo lesoes cutaneas, abscessos, infecgoes de
feridas e pneumonia. O presente estudo buscou avaliar a contaminacdo do ar e de
superficies passiveis de serem contaminadas pelas maos dos profissionais de saude
(equipo, cadeira odontolédgica, alga do refletor e mocho) nos blocos 4L1, 412, 4T e
pronto socorro odontologico da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Uberlandia. Os resultados mostraram contaminacao total média de 9,25 UFC/placa para
o ar ¢ 9,19 UFC/placa, para as superficies. Foram dois isolados (11,0%) de MRSA, um
produtor de beta-lactamase e um compativel com o fenétipo MLSbi. Todos os
ambientes pesquisados apresentaram contaminagdo aerdgena e em 75,0% das coletas de
ar foram positivas para o isolamento de Staphylococcus aureus. Para a contaminacdo de
superficies por bactérias mesofilas totais esteve abaixo do recomendado, entretanto a
presenca de contaminagdo por Staphylococcus aureus foi positiva em 22,2% dos sitios
coletados. Mesmo que a presenca deste indicador tenha permanecido abaixo do maximo
aceitavel para indicadores, estes resultados devem ser um alerta para a monitorizagdo da

limpeza e desinfec¢do dos ambientes.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Contaminacdo do ar. Contaminacdo de

superficies



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an agent associated with hospital infections due to its high
frequency and pathogenicity, which enables it to produce diseases in both
immunocompromised and healthy individuals. It is easily disseminated intra-hospital
and is characterized by cumulative antimicrobial resistance. It is an agent of various
infections, mild or severe, including skin lesions, abscesses, wound infections, and
pneumonia. The present study aimed to evaluate the contamination of air and surfaces
that could be contaminated by the hands of health professionals (equipment, dental
chair, reflector handle and owl) in blocks 4L1, 4L2, 4T and dental emergency of the
Faculty of Dentistry of Federal University of Uberlandia. The results showed mean total
contamination of 9.25 CFU / plate for air and 9.19 CFU / plate for the surfaces. There
were two isolates (11.0%) of MRSA, a producer of beta-lactamase and one with MLSbi
phenotype. All the environments surveyed presented aerogenic contamination and in
75.0% of the air samples were positive for the isolation of Staphylococcus aureus.
However, the presence of contamination by Staphylococcus aureus was positive in
22.2% of the sites collected for the contamination of surfaces by total mesophilic
bacteria. Even if the presence of this indicator has remained below the maximum
acceptable for indicators, these results should be an alert for the monitoring of the
cleaning and disinfection of the environments.

Keywords: Staphylococcus aureus. Air contamination. Surface Contamination
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INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares continuam sendo um sério problema de satde publica,
tanto em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento, causando
aumentos significativos na morbidade, mortalidade e custos hospitalares (BOYCE,
2001). Entre os principais patégenos relacionados a etiologia dessas infecgdes destaca-

se Staphylococcus aureus (MORAES et al., 2000).

Além das infecg¢des causadas por contato com superficies contaminadas, ha também
as infec¢Oes aerdgenas sendo aquelas que ocorrem pela disseminagdo de particulas
menores que 5 um, que sao geradas durante tosse, espirro, conversacao ou na realizagao
de procedimentos que envolvem profissionais da area da satude, que prestam servigos de
forma direta e indireta, no interior dos estabelecimentos de saide. Segundo Dantas
(1998), os contaminantes biologicos ou bioaerossois sdo constituidos por fungos,
bactérias, acaros e amebas. A exposi¢cao aos micro-organismos presentes no ar de
ambientes interiores ocupacionais estd associada a uma série de efeitos prejudiciais com
grandes impactos na saude publica. Calcula-se que as doengas de transmissdo aerdogena
podem ser responsaveis por 10-20% de todas as infecgdes hospitalares endémicas

(GIZAW; GEBREHIWOT; YENEW, 2016).

As particulas dos bioaerossdis permanecem suspensas no ar por longos periodos
de tempo e, quando sdo inalados, podem penetrar o trato respiratério (Anvisa, 2006).
Quando o agente microbiano ¢ inalado fica retido no trato respiratorio, um ambiente
favoravel ao seu desenvolvimento, alguns fatores estdo ligados a infectividade como a
imunidade do individuo, a profundidade da penetracdo, o tamanho das particulas e a

dosagem minima do agente capaz de provocar a doenga (ROSA et al, 2005).

Durante o atendimento odontoldgico, a utilizagdo do motor de alta rotagdo,
raspadores ultrassonicos, seringas de ar/dgua entre outros que favorecem a formacdo de
aerossois que podem transportar micro-organismos patogénicos, capazes de infectar
outras pessoas presentes no ambiente odontoldgico. Entre as doengas passiveis de serem
transmitidas por via aerdgena estdo: gripe, resfriado comum e tuberculose

(DISCACCIATI, et al., 1998).
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Entre os micro-organismos capazes de causarem danos a satde, os que se
destacam sdo as bactérias que constituem a microbiota humana, que em individuos
saudaveis nao trazem nenhum risco, mas que podem causar danos em individuos

imunocomprometidos (BRASIL, 2004).

Nas ultimas décadas, levantamentos sobre a importancia do ambiente como
reservatorio secundario de micro-organismos multirresistentes foram realizados
(SHIOMORI, et al., 2002). Dados atuais demonstram que micro-organismos como
Staphylococcus aureus meticilina resistente, Pseudomonas aeruginosa ¢ Mycobacterium
tuberculosis, transmitidos por aerossois, estdo entre as espécies responsaveis por surtos

hospitalares relacionados a contaminagdo ambiental (WAN, et al., 2004).

Staphylococcus aureus tornou-se um paradigma das infecgdes hospitalares, devido a
sua frequéncia elevada, a sua patogenicidade, a capacidade de produzir doengas tanto
em individuos imunocomprometidos quanto em higidos, sua fécil disseminacdo intra-
hospitalar e a resisténcia a antimicrobianos. O paciente que adquire Staphylococcus
aureus no hospital pode apresentar-se apenas colonizado na mucosa nasal, pele,
bronquios ou reto ou apresentar infecgdes de todo nivel de gravidade, desde superficiais
limitadas até infecgdes sistémicas graves (BURNETT, 1978). Staphylococcus aureus ¢é
encontrado em varias infec¢des incluindo lesdes cutaneas, abscessos, infec¢des de
feridas e pneumonia; a partir destes locais podem se disseminar por via sanguinea para
todos os oOrgdos do corpo. Podem também causar problemas como intoxicacao
alimentar, sindrome do choque toxico, endocardite, osteomielite, infec¢des oculares e

otologicas graves (BURNETT, 1978).

Staphylococcus aureus sao bactérias Gram positivas, anaerdbias facultativas,
imoveis e ndo formadoras de esporos. Sdo resistentes a alteracdes ambientais, podendo
sobreviver por um longo periodo de tempo em amostras secas. S3o resistentes ao calor
além de suportarem elevada concentragdo salina. A identificacdo de Staphylococcus
aureus ¢ realizada por meio da avaliacio da morfologia colonial, fermentacdo do
manitol, caracteristicas morfo-tintoriais a microscopia Optica, testes de catalase,

coagulase e DNase positivos (BRASIL, 2004).
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Tendo em vista a possibilidade de transmissdo aerégena e a importancia do
ambiente como reservatorio deste micro-organismo, o presente estudo realizou o
monitoramento microbiano, para identificacao de Staphylococcus aureus, nas clinicas
do Hospital Odontolégico e Pronto Socorro Odontologico (PSO) da Universidade
Federal de Uberlandia; com o objetivo de avaliar a contaminagdo do ar e de superficies
passiveis de serem contaminadas pelas maos dos profissionais de satude (equipo, cadeira
odontoldgica, alga do refletor e mocho), além de avaliar quantitativamente a
contaminagdo do ar e das superficies nas clinicas odontologicas; verificar a contagem
total de micro-organismos no ar e nas superficies das clinicas odontoldgicas; avaliar
qualitativamente a contaminagdo por Staphylococcus aureus nas clinicas odontoldgicas
e identificar a presenga do fendtipo resistente a meticilina (MRSA — Staphylococcus

aureus resistente a meticilina) no ar e superficies.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no periodo de abril a julho de 2017. As coletas de
amostras foram obtidas a partir das clinicas do Hospital Odontoldgico da Universidade

Federal de Uberlandia.

O estudo microbiolodgico foi realizado no Laboratorio de Bacteriologia Clinica

(LABAC) da ARIMP (Area de Imunologia, Microbiologia, ¢ Parasitologia) do Instituto

de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de
Uberlandia.
OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As avaliagles quantitativas das superficies (equipo, cadeira odontologica, alca
do refletor e mocho) foram realizadas por meio de placas de contato (Rodac®) contendo
o meio de cultura Baird Parker Agar, que se trata de um meio moderadamente seletivo
para diferenciacdo utilizado para o isolamento e enumeracgao de Staphylococcus aureus
nas amostras alimentares, ambientais e clinicas (LANCETTE et al. 2001). A coleta foi

realizada com a placa em temperatura ambiente, encostando o meio de cultura
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diretamente sobre a superficie a ser analisada; exercendo uma suave pressao com 0s
dedos sobre o centro da placa para garantir o contato com toda a superficie. A placa foi
imediatamente tampada, cuidando para ndo encostar o meio de cultura em outra
superficie ou dedos para evitar contaminagdes. Logo em seguida, o material era
transportado ao laboratorio de Microbiologia da ARIMP, onde eram incubadas durante
48 horas em 37°C. Apés a incubagdo era realizada a contagem do numero de unidades

formadoras de colonias (UFC).

A avaliagdo do ar foi realizada pela técnica passiva por meio de exposi¢do de
placas de Petri de 90 mm de didmetro de acordo com o sistema 1/1/1 do IMA, ou seja, 1
metro de distdncia de qualquer obstaculo, 1 metro do piso € por 1 hora
(PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO,2000). As coletas foram realizadas no final
dos atendimentos clinicos, do periodo da manha. Para a avaliacdo da contagem total de
bactérias no ar, foi utilizada agar TSA (Tryptic Soy Agar) e para a avaliagdo da
contaminagdo por Staphylococcus aureus o meio Manitol Salgado. As duas avaliagdes
foram realizadas concomitantemente. Apos a coleta as placas foram tampadas e
transportadas ao Laboratorio de Microbiologia da ARIMP (Area de Imunologia,
Microbiologia e Parasitologia) onde foram incubadas a 37°C por 48 horas e a esse

periodo foi feita a contagem do ntimero de unidades formadoras de colonias (UFC).

IDENTIFICACAO

Superficies — apds o crescimento foi realizada a avaliagdo das caracteristicas
coloniais (colonias cinzento escuras a preto, brilhantes, de tamanho médio, halos

transparentes) e estas colonias eram subcultivadas em TSA.

Ar — ap0s o crescimento, colonias douradas com halo amarelo foram, da mesma

forma que para as superficies, subcultivadas em TSA.

Apo6s o crescimento em TSA, para o ar e superficies, foi realizada colora¢ao de
Gram, testes fisiologicos e teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Foram
identificados como Staphylococcus aureus os cocos Gram-positivos, agrupados em
cachos de uva, catalase, coagulase € DNAse positivos (anexo A). A contagem total se

refere aos demais micro-organismos que cresceram no meio de cultura.
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Para a avaliagdo da sensibilidade aos antimicrobianos, as amostras foram
subcultivadas em (TSA) e encubadas por 24 horas a 37°C. Aproximadamente 3 a 4
colonias foram semeadas em caldo TSB e encubadas a 37 °C até que atingiram a
turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da escala Mac Farland (1-2 x 10 UFC/mL) e
semeadas confluentemente na superficie do agar Mueller-Hinton. Os isolados foram
identificados por métodos convencionais e submetidos a sensibilidade frente aos
antimicrobianos de acordo com a metodologia do National Committee for Clinical
Laboratory Standards pela técnica de difusdo em agar (CLSI, 2013), utilizando os discos
de amoxicilina (30 pg); ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg) 4; ciprofloxacina (5 pg);
clindamicina (2 pg); cloranfenicol (30 pg); eritromicina (15 pg); gentamicina (10 pg);
oxacilina (1 pg); cefoxitina (30 pg); penicilina (10 pg) rifampicina (5 pg); sulfazotrim
(25 pg); tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg) (DME, Brasil). Os isolados foram
testados pelo método Polisensidisc 15%. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usado
para o controle de qualidade (CQ). Ap6s a incubagdo a 35° C por 24 horas os didmetros
dos halos formados foram medidos com régua transparente e comparados com o0s
valores de referéncia na tabela do fabricante. Os resultados para o teste "'D'" que,
quando positivo, determina o fenotipo (MLSbi) e producdo de beta-lactamase foram

lidos juntamente com o teste de disco de fusdo.

O teste "'D"" ¢ realizado colocando o disco de eritromicina a uma distancia de 20
mm (borda a borda) do disco de clindamicina. A eritromicina presente no disco difunde-
se pelo meio de cultura e induz a resisténcia a macrolideos, lincosamida e
estreptogramina do grupo B (MLSDbi), resultando em um achatamento do halo de

inibicao, adjacente ao disco de clindamicina, com a forma da letra D (efeito D).

Para o teste de Beta-Lactamase ¢ observado a formag¢ao de um halo continuo ao
redor do disco de penicilina. Essa resisténcia estd relacionada a producdo da enzima

predominantemente extracelular denominada penicilinase ou beta-lactamase.

ANALISE ESTATISTICA

Analise dos resultados obtidos foi realizada por frequéncia simples.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os meses de abril e julho foram realizadas quatro coletas de ar, uma em
cada clinica estudada (4L1, 4L2, 4T, PSO) sendo que, em cada coleta foram utilizados
dois meios de cultura: agar TSA (Tryptic Soy Agar) para contagem total de bactérias e
agar Manitol Salgado, para isolamento de Staphylococcus aureus. A contagem total
média observada nos ambientes avaliados foi de 9,25 UFC/placa, sendo que, 4L.2 foi o
que mostrou contamina¢ao total média mais intensa (14 UFC/placa), seguida pelo PSO
(12 UFC/placa), clinica de cirurgia do bloco 4T (5 UFC/placa) e clinica 4L1 (4
UFC/placa).

Quando da avaliagdo da presenca de Staphylococcus aureus no ar, o micro-
organismo foi isolado em todos os ambientes testados, exceto no PSO. A densidade
média de contaminagdo do ar pelo indicador foi de 3,3 UFC/placa. Outros micro-
organismos detectados no ar foram compativeis com bactérias da microbiota normal da

pele humana e da propria microbiota do ar.

A coleta passiva do ar ¢ realizada com placas de 90 mm de didmetro contendo
meio de cultura de acordo com o esquema 1/1/1; que se refere ao posicionamento da
placa a Im do solo ou barreiras, como paredes e mobiliario, pelo periodo de 1 hora.
Estima-se que a média de deposicdo possa chegar a 0,46 cm/s. E considerado um
método ndo quantitativo relacionado a forma e tamanho da particula, bem como a

movimenta¢do de ar nas regides de coleta (PASQUARELLA, et al. 2000).

Entre as vantagens da coleta passiva do ar, listadas na literatura estdo: reflete a
carga microbiana proxima ao sitio operatorio (FRIBERG, 1999) de baixo custo, o
dispositivo de coleta ¢ estéril, a amostragem pode ser realizada em varios locais ao
mesmo tempo, resultados reprodutiveis, ndo ocorre movimentacdo do ar

(PASQUARELLA, et al. 2000).

De acordo com a revisdo realizada por Pasquarella (2000) na tentativa de
padronizar a coleta passiva do ar ("'Index of Microbial Air Contamination'’) a
contaminagdo maxima aceitavel varia de acordo com o risco de transmissao de infecgao
que o ambiente oferece (Anexo B). Neste sentido podemos classificar os ambientes

cirargicos (4T e PSO) como de risco elevado para a transmissdo de infec¢des aceitando
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até 25 UFC/placa. Ja as unidades clinicas (4L1 e 4L2) poderiam ser considerados como

de risco médio aceitando até¢ 50 UFC/placa.

Em nossa avaliagdo as contagens totais estdo dentro dos parametros
recomendados. Entretanto, ndo consideram micro-organismos indicadores como
Staphylococcus aureus em 3 dos 4 ambientes avaliados, sendo que em um dos isolados

na clinica do 4T ¢é resistente a oxacilina.

Nas coletas de superficie foi observada uma contaminacdo média de 9,19
UFC/placa. As superficies analisadas do PSO obtiveram maior contaminagdo (17,15
UFC/placa), seguida pela clinica 4L1 (9,76 UFC/placa), 4L2 (6,61UFC/placa) e 4T
(3,23 UFC/placa). Staphylococcus aureus foi isolado em todas as cinicas sendo

encontrado numa média de 11,78 UFC/placa.

O ambiente clinico da mesma forma que o ambiente hospitalar, ¢ fonte de varios
micro-organismos patogénicos e ndo patogénicos, que podem permanecer por periodos
prolongados de tempo em varias superficies que, a partir do contato pode colonizar as

maos de profissionais de saude (FALAGAS et al, 2011).

Embora alguns estudos defendam que a ocorréncia de infec¢des hospitalares nao
esteja relacionada aos niveis de contaminacao ambiental (MAKI et al, 1982), existe uma
dindmica de contaminacdao que tem inicio com o paciente colonizado ou infectado que
elimina o micro-organismo contaminando o ar e este, por sedimentagdo contamina as
superficies. Estas, por sua vez, atuam como reservatorio para a contaminacao das maos,
permitindo que o micro-organismo chegue a um novo hospedeiro. De acordo com
Dancer (2004) as contagens de indicadores, como Staphylococcus aureus, nao devem
exceder 1 UFC/cm? e, para mesofilos totais deve ser inferior a 5 UFC/cm?. Este escore
deve ser aplicado a superficies frequentemente tocadas pelas maos e que representam

um risco para a dindmica de transmissao microbiana.

Nesta avaliagdo foram utilizados placas Rodac ® para a amostragem com area de
23,7 cm? que resultaria em uma contaminagio total superficial média < 1 UFC/cm? (Ver
Materiais e Métodos, Calculo de UFC/cm?). Esta propor¢io se repete para todas as
clinicas avaliadas significando que as contagens totais estdo abaixo do parametro
utilizado até mesmo para micro-organismos indicadores. Em apenas uma das avaliagdes

para a contaminacdo por Staphylococcus aureus na clinica 4L1, na coleta realizada a
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partir da cadeira odontoldgica o crescimento médio excedeu o parametro proposto para

os indicadores (28 UFC/ sitio / 1,2 UFC/cm?) (Tabelas 1 e 2).

Embora o estudo das superficies (N=48) demonstre que quase a totalidade
(97,9%) esta dentro dos parametros preconizados pela literatura, Dancer (2004) em sua
proposta para um padrao microbioldgico de higiene hospitalar alerta que a identificagdo
de qualquer quantidade de micro-organismos indicadores deve despertar a atencdo no
sentido de rever as praticas de higiene e desinfeccdo do ambiente. Para Duckro et al.
(2005) e Dubberke et al. (2007) a contaminacao das superficies poderia ser reduzida
com a higieniza¢do das maos antes ¢ apds contato com os pacientes. Todavia, a adesdo
dos profissionais de saude a esta pratica tem sido frequentemente apontada com indices

inferiores a 50%, nos estabelecimentos de satde em geral.

Tabela 1. Contaminacdo média por micro-organismos mesofilos totais isolados a partir
das superficies avaliadas nas clinicas do hospital odontologico da UFU, em unidades

formadoras de colonia por sitio estudado (UFC/sitio).

Local Superficies avaliadas quanto a contagem total média
avaliado (UFC/sitio)* (UFC/cm?)**
Equipo Refletor Cadeira Mocho
4L.1 7,3/0,31 1,0/ 0,04 34,0/1,43 0/0
41.2 2,4/0,10 21,6/ 0,91 3,0/0,13 1,3/0,05
4T 5,6 /0,24 0,6 /0,028 2,3/0,10 1,6 /0,07
PSO 25,3/1,06 3,6/7,9 43,0 /1,81 0/0
TOTAL 40,6 / 1,71 27,0/1,14 82,3/3,47 3/0,13

Fonte: Proprio autor

*A contaminagdo total média equivale a soma das contaminagdes das trés coletas realizadas a partir do
mesmo sitio (equipo, refletor, cadeira e mocho) para cada um dos locais avaliados, dividida por trés.

** Equivale 4 contagem total média dividida pela 4rea da placa (23,7 cm?).
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Tabela 2. Contaminagdo por Staphylococcus aureus isolados a partir das superficies
avaliadas nas clinicas do hospital odontologico da UFU, em unidades formadoras de

coldnia por sitio estudado (UFU/sitio).

Local Superficies avaliadas quanto a contagem média de S. aureus
avaliado (UFC/sitio) * / (UFC/cm?)**
Equipo Refletor Cadeira Mocho
411 6,0/0,25 1,0/ 0,04 28,0/1,20 0/0
412 2,3/0,1 0/0 1,0/0,04 1,3 /0,06
AT 0/0 0/0 0/0 0,3/0,01
PSO 7,0/0,30 0/0 0/0 0/0
TOTAL 15,3 /0,64 1,0 /0,04 29,0/1,22 1,6 /0,07

Fonte: Proprio autor

* A contaminagdo média por S. aureus equivale a soma das contagens de S. aureus das trés coletas
realizadas a partir do mesmo sitio (equipo, refletor, cadeira e mocho) para cada um dos locais avaliados,
dividida por trés.

** BEquivale 4 contagem média de S. aureus dividida pela area da placa (23,7 cm?)

Apenas os isolados de Staphylococcus aureus foram testados quanto ao perfil de
resisténcia aos antimicrobianos. A frequéncia de isolados resistentes foi mais elevada
para a ampicilina (61%), seguida pela penicilina (55,5%), eritromicina (27,7%),
tetraciclina e oxacilina (11%) (Tabela 3). Um dos isolados a partir de um equipo da
clinica 4L1 foi positivo para a produ¢do de beta-lactamase e outro, também isolado de
equipo, desta vez no PSO, foi detectado como fenotipo MLSbi pelo teste de duplo

disco.

As primeiras cepas de Staphylococcus aureus circulantes quando da introdugao
da penicilina nos anos 1940 respondiam bem a terapia por este antimicrobiano. O
isolamento de microrganismos resistentes a esta droga ocorreu pela primeira vem em
1944 (CHAMBERS, 2001), inicialmente a partir de ambientes hospitalares e, mais
tarde, disseminou-se na comunidade atingindo até 70% de isolados resistentes no fim da
década de 60. A resisténcia a penicilina se deve a habilidade de algumas cepas de
Staphylococcus aureus produzirem uma enzima, a beta-lactamase, que inativa o anel

beta-lactamico.

A meticilina (oxacilina), um beta-lactamico semi-sintético resistente a acdo de
beta-lactamase, foi introduzida para uso terapéutico em 1961 e, em menos de um ano

foram isoladas as primeiras cepas resistentes, Staphylococcus aureus resistentes a
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oxacilina / meticilina (ORSA / MRSA). MRSA emergiu na comunidade
aproximadamente no fim da década de 80 (CHAMBERS, 2001). Atualmente sao
distintas cepas hospitalares e comunitarias, sendo as primeiras as que, em maior
frequéncia, apresentam uma caracteristica de multirresisténcia, atribuida a micro-

organismos que apresentam resisténcia a mais de trés principios ativos (NAVES, 2011).

Em nosso estudo foram dois isolados de MRSA sendo um multirresistente,
obtido a partir do ar da clinica de cirurgia do bloco 4T. O outro isolado, nao-
multirresistente, foi obtido a partir de um equipo na clinica 4L1, em contagem de 12

UFC/sitio que corresponde a 0,5 UFC/cm?.

TABELA 3. Resisténcia frente aos antimicrobianos testados por método de disco-

difusdo para os 18 isolados de Staphylococcus aureus

Antimicrobianos AMP!  CIP? CLI* CLO* ERI® OXA® CFO’ PEN® TET®

N de isolados 11 1 1 2 5 2 1 10 2
resistentes
% 61 5,5 5,5 11 27,7 11 5,5 55,5 11

Fonte: Proprio autor

1. Ampicilina (10 pg) 2. Ciprofloxacina (5 pg) 3. Clindamicina (2 pg) 4. Cloranfenicol (30 pg)
5.Eritromicina (15 pg) 6. Oxacilina (1 pg) 7. Cefoxitina (30 pg) 8. Penicilina (10 pg) 9.Tetraciclina (30

He)

Embora apenas um isolado obtido a partir do equipo do PSO tenha apresentado
perfil compativel com o fen6tipo MLSbi, em dois dos dezoito isolados (11%) foi
observada a concomitdncia entre a resisténcia intermediaria a eritromicina e
sensibilidade a clindamicina. Além do fen6tipo MLSbi, outros quatro isolados (22,2%)

apresentaram resisténcia a eritromicina e sensibilidade a clindamicina.
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CONCLUSOES

Todos os ambientes pesquisados apresentaram contaminagdo aerdgena, com
diversidade média inferior a0 maximo recomendado para ambientes com elevado (25

UFC/placa) e médio risco para transmissao de infecgdes (50 UFC/placa).

Staphylococcus aureus foi isolado a partir de 75% dos ambientes pesquisados
quanto a contaminag¢do aerogena com 25 % de resisténcia a oxacilina, representada por

uma amostra na clinica do bloco 4T.

A contaminagdo de superficies por bactérias mesofilas totais esteve abaixo do
recomendado. Entretanto a presenga de contaminagdo por Staphylococcus aureus foi

positiva em 29,2% dos sitios coletados.

Mesmo que a presenca deste indicador tenha permanecido abaixo do maximo
aceitavel para indicadores, MRSA correspondeu a 11,1% dos isolados, sendo um a partir
do ar com caracteristica de multirresisténcia e outro, nao-multirresistente a partir de um

equipo.

As contagens totais sdo sempre esperadas no ar e nas superficies. Entretanto, a
presenca de Staphylococcus aureus, mesmo dentro dos limites aceitaveis pelos guias de
higiene hospitalar, devem ser um alerta para a monitorizagdo da limpeza e desinfecgdo

dos ambientes.
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ANEXO A - COLORACAO DE GRAM E TESTES FISIOLOGICOS

1 COLORACAO DE GRAM

Sempre utilizar cultivos novos (24 horas)

Procedimento:

Fonte:

A partir de um esfregaco delgado, homogéneo, seco e fixado em chama, cobrir
por 1 minuto, com soluc¢do cristal violeta fenicada (alguns autores sugerem
violeta genciana ou violeta de metila e ainda, a lavagem da lamina com agua,

para melhorar a visualizagdo. Todavia, esta etapa ¢ desnecessaria).

Escorrer o corante e cobrir por 1 minuto o esfregago com solucdo de lugol
(solugdo iodo-iodetada), alguns autores sugerem a lavagem com 4gua, nesta
etapa. Realmente, a retirada do excesso de corante melhora a observagao,

contudo, esta etapa também nao ¢ obrigatoria.
Descorar com alcool absoluto (+ 30 segundos)*.
Lavar com agua (obrigatoriamente e imediatamente).

Cobrir com safranina ou fucsina de Ziehl diluida a 1/10 ( 30 segundos). Alguns
autores sugerem que ao corar organismos anaerobios a opcao seja a carbol-

fucsina, que permite melhor penetragdo.
Lavar com agua (obrigatoriamente) e secar.

Observar em objetiva de imersao (100 X).

Adaptado de Koneman (2008)
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2 PROVA DA CATALASE

Procedimento:

e Fazer uma emulsao de uma al¢ada de uma colonia tipica de S. aureus e cultivada
por 24hrs em uma gota de dgua oxigenada (peroxido de hidrogénio 3%), sobre

uma lamina de vidro.

e Observar a ocorréncia de borbulhamento imediato (teste positivo) ou ndo (teste

negativo).

Fonte: Adaptado de Koneman (2008)
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3 TESTE DE CAGULASE EM TUBO

Procedimento:

e Emulsionar um pequeno indculo da colonia cultivadas por 24hrs do
microrganismo em um tubo contendo 0,5 ml de plasma sanguineo (proprio para

prova de coagulase).

e Incubar a 35° C durante 4 horas e comprovar a formagdo de coagulo. Se ndo
forem observados coagulos, incubar a temperatura ambiente e ler novamente

apo6s 18 horas.

Importante: A menor coagulagdo ¢ considerada prova positiva. Devem ser feitas leituras
periddicas (a cada 2 horas), pois algumas espécies também produzem estafiloquinase,
que ativa o fibrinogénio gerando plasmina que dissolve a rede de fibrina (coagulo
formado). Aconselhamos, também, utilizar sempre um teste-controle positivo com uma

amostra de S. aureus previamente conhecida, como controle da qualidade do teste.
Controle de qualidade :

e Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Fonte: Adaptado de Koneman (2008)
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4 TESTE DE DNAse

Procedimentos:

Fonte:

Usar cultivo recente de 24hrs e fazer um indculo denso de forma circular em
uma pequena parte do meio para DNAse;

Incubar a 35+2°C por 18 - 24 h. (A placa pode ser inoculada com varias cepas);

Decorrido o periodo de incubagdo, no momento da leitura colocar o HCI IN de
maneira que cubra todas as colonias, aguardar 30 segundos.

Formacao de halo transparente identifica amostra positiva, como ocorre com
Staphylococcus aureus;

Auséncia de formacao de halo transparente identifica amostra negativa.

Adaptado de Koneman (2008)
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ANEXO B — NIiVEIS MAXIMOS ACEITAVEIS DE CONTAMANINACAO EM
AMBINETES DE RISCO

Table XI Maximum acceptable levels of index of microbial air
contamination (IMA) in environments at risk

Environment at risk Maximum acceptable
level of IMA

Very high* 5

Hight 25

Mediumi 50

Low§ 75

*Ultra clean rooms: reverse isolation; operating room for joint
replacement; some procedures of the electronics and pharmaceutical
industries;

1 Clean room: conventional operating theatres,

continuous care units, dialysis unit;

+ Day hospital, hospital wards, food industries, kitchens;

§ Facilities.

Fonte: Pasquarella (2000)



