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Artigo de Revisao/Review

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC): um mecanismo
de resisténcia emergente
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC): an emerging resistance mechanism

Franciele Maria Zanol'
Vlademir Vicente Cantarell?

Resumo

O surgimento de infecgdes nosocomiais provocadas por patégenos multirresistentes tem
emergido, causando grande preocupacao. Entre os principais mecanismos de resisténcia
desenvolvidos por microrganismos destaca-se a produgéo de enzimas que degradam an-
tibiéticos, como é o caso de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). Trata-se de
uma enzima pertencente a classificagao A de Ambler, sendo amplamente distribuida e
frequente em paises da América do Norte. A expressédo desta enzima em enterobactérias
resulta na inativacdo de penicilinas, cefalosporinas e carbapenens, restringindo as op-
¢coes terapéuticas. O diagnéstico laboratorial é baseado em métodos fenotipicos e
moleculares, sendo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) um importante método de
deteccgéao do gene de resisténcia.

Palavras-chave

Carbapenemases; KPC; Resisténcia bacteriana

INTRODUCAO

As infecgdes nosocomiais e comunitarias s@o cau-
sadas por uma variedade de microrganismos, sendo as
bactérias um dos mais importantes agentes etiolégicos
associados a estas infecgoes.("

Entre os principais microrganismos causadores de
infecgOes hospitalares e que apresentam importantes me-
canismos de resisténcia a antimicrobianos podem-se des-
tacar bacilos Gram negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, como é o caso de Klebsiella
pneumoniae.V

Trata-se de um microrganismo frequentemente asso-
ciado a infec¢des do trato urinario, sendo responsavel por
casos de meningites, pneumonia e sepses desenvolvidas
por pacientes hospitalizados.?® Esse patogeno é capaz
de apresentar diversos mecanismos de resisténcia a anti-
microbianos, sendo um dos principais a producgéao de enzi-
mas capazes de degradar diferentes classes de farmacos.
Entre as enzimas secretadas por K. pneumoniae desta-
cam-se a AmpC, capaz de hidrolisar penicilinas, cefalos-
porinas até terceira geragcao e monobactamicos, e poden-
do ser expressa a nivel cromossomal ou plasmidial; as beta-
lactamases de espectro ampliado (ESBL), responsaveis
pela resisténcia deste microrganismo a penicilinas, cefa-
losporinas e monobactamicos; e as carbapenemases.®

Os carbapenémicos correspondem a classe de
antimicrobianos de escolha no tratamento de infecgdes
provocadas por cepas resistentes a penicilinas e cefalos-
porinas de ultima geracao.5% Seu uso, no entanto, deve
ser controlado, pois esses agentes induzem a producéao
de AmpC, que pode estar associada com a perda ou ex-
pressao reduzida de proteinas chamadas porinas ou a su-
perproducédo de bombas de efluxo e a producéo de
carbapenemases.”

Cepas resistentes a carbapenémicos ja foram repor-
tadas em diferentes continentes e diversos s@o os meca-
nismos envolvidos na resisténcia de patégenos a esta clas-
se de farmacos, dentre eles a produgéo de enzimas.®

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é
uma enzima produzida por enterobactérias capaz de inativar
carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas e monobac-
tamicos.® Os genes que codificam KPC estdo localizados
em plasmidios, elementos méveis que conferem mobilida-
de ao gene e asseguram sua rapida disseminacao, fato
que gera grande preocupagéo.’

O diagnéstico laboratorial é baseado em metodo-
logias fenotipicas que englobam testes como o disco-
difusdo, E-test e teste de Hodg-modificado. O rastreamento
do gene b/a,,. pode ser feito também usando-se métodos
moleculares, por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).(5®

'Biomédica e aluna do curso de Especializacdo em Microbiologia Clinica semipresencial — Universidade Feevale — Novo Hamburgo, RS, Brasil.

2Docente Universidade Feevale — Novo Hamburgo, RS, Brasil.

Artigo recebido em 28/06/2011
Artigo aprovado em 16/02/2016
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Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), um mecanismo emergente

Patogenos que se apresentam resistentes véem sen-
do observados desde a introducéo, na pratica clinica, dos
primeiros agentes antimicrobianos. No entanto, a rapida
disseminacdo destes microrganismos pode representar
uma séria ameaca, considerando fatores ja existentes como
as altas taxas de mortalidade, restricdo de tratamentos e a
alta prevaléncia destes patégenos em ambientes hospita-
lares.

Neste contexto, torna-se necessaria a pesquisa de
KPC a fim de se evitar sua disseminagao e diminuir as ta-
xas de mortalidade resultantes de infec¢des causadas por
patégenos multirresistentes.

CLASSIFICAGAO DAS CARBAPENEMASES

As carbapenemases sdo enzimas que apresentam
capacidade de hidrolisar uma grande variedade de beta-
lactamicos, podendo ser classificadas como metalo-beta-
lactamases, serino-carbapenemases e oxacilinases de es-
pectro estendido.™

As metalo-beta-lactamases sédo enzimas pertencen-
tes a classe B de Ambler ou grupo 3 de Bush-Jacoby-
Medeiros, consideradas metalo-enzimas e capazes de
hidrolisar grande parte dos agentes beta-lactamicos co-
mercialmente disponiveis, tornando-os inativos. Essas
metalo-enzimas hidrolisam o anel beta-lactamico por meio
de hidroxilagéo irreversivel do grupo amida, causando
inativacdo de antimicrobianos, que incluem cefalos-
porinas, carbapenens (imipenem e meropenem) e peni-
cilinas, sendo a Unica excegé@o o monobactam aztreonam.
Atuam também sobre os inibidores de serino beta-
lactamases, como o acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam.(?

Essa enzima compreende diferentes subclasses e,
entre elas, estdo a IMP (Imipenemase) e VIM (Verona Imipe-
nemase), reportadas em Enterobactérias. A enzima IMP foi
inicialmente detectada em 1994, em um isolado clinico de
Serratia marsecens no Japao.™ Durante muitos anos, a
deteccdo de isolados produtores de IMP-1 era restrita a
este pais, mas, atualmente, a IMP-1 tem sido isolada em
diversas regides e em diferentes microrganismos, como
Acinetobacter sp., Pseudomonas aeruginosa e K.
pneumoniae."

As oxacilinases (OXA) pertencem a classificagdo D
de Ambler e ao grupo 2d de Bush-Jacoby-Medeiros e sédo
enzimas capazes de hidrolisar cloxacilina (oxacilina), con-
ferindo resisténcia também a penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos. Sao levemente ini-
bidas pelo acido clavulanico e acido etilenodiaminotetra-
cético (EDTA) e apresentam mais de 120 variantes, das
quais 45 apresentam capacidade de hidrolisar carba-
penémicos e, por isso, sdo denominadas OXA-carba-
penemases.('419
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As OXA-carbapenemases nédo sao encontradas com
frequéncia em enterobactérias, sendo mais comuns em iso-
lados de A. baumanii. No entanto, a variante OXA-48 ja foi
identificada em um isolado de K. pneumoniae na Turquia
e, recentemente, no Libano e na Bélgica.('4'®

As serino beta-lactamases sdo enzimas pertencen-
tes a classe molecular A de Ambler e 2f de Bush-Jacob-
Medeiros, capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e aztreonam. Necessitam de uma serina
na posigéo 70 do seu sitio ativo para exercerem sua ativi-
dade hidrolitica, que é inibida por acido clavulanico e
tazobactam.”

Essas serino beta-lactamases de classe A ja foram
descritas em Enterobacter cloacae, Serratia marcenscens
e Klebsiellaspp. e apresentam trés grandes familias: NMC/
IMI, SME e KPC-1.

As carbapenemases NMC/IMI e SME apresentam
genes cromossomais que conferem um perfil de resistén-
cia a carbapenens e podem ser induzidas em resposta ao
uso de cefoxitina e imipenem. Devido a localizacéo de seus
genes, essas enzimas apresentam baixa prevaléncia e ja
foram encontradas em isolados de Serratia marcenscens
e Enterobacter cloacae."

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é a
serino beta-lactamase de maior importancia por apresen-
tar genes localizados em plasmidios, o que confere sua
rapida disseminagéo."” Trata-se de enzimas classifica-
das em KPC-1 a KPC-9 com base em estudos mole-
culares e que apresentam capacidade de hidrolisar gran-
de parte dos beta-lactamicos comercialmente disponi-
veis.(®

Klebsiella pneumoniae carbapenemase

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é uma
enzima produzida por enterobactérias capazes de hidrolisar
o anel betalactamico de carbapenémicos, penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdes e
monobactamicos, sendo inibidas por acido clavulanico e
tazobactam.® Trata-se de uma enzima pertencente a clas-
se molecular A de Ambler e ao grupo 2 de Bush, Jacob e
Medeiros'" e classificadas em KPC-1 a KPC-9, com base
em estudos moleculares.(®

Essa enzima confere sensibilidade diminuida aos
carbapenémicos; a resisténcia completa a esta classe de
antimicrobianos deve estar associada a diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa bacteriana.!'”

Por estarem localizados em plasmidios, os genes
que codificam KPC sdo amplamente distribuidos e ga-
rantem a réapida disseminacao deste mecanismo de re-
sisténcia."

Grande parte das infecgdes causadas por entero-
bactérias produtoras de KPC sao sistémicas e frequente-
mente acometem pacientes com infec¢des do trato respi-
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ratério ou com infecgdes urinarias associadas ao uso de
cateteres, principalmente quando os pacientes apresentam
sistema imunodeprimido.("

A KPC ja foireportada em diferentes microrganismos,
sendo mais prevalente em Enterobacteriacea e identificada
em isolados de K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli, Citro-
bacter spp., Salmonella spp., S. marscences e Proteus
mirabilis.(1®

O relato da primeira KPC foi proveniente de um isola-
do de K. pneumoniae, em 2001, nos Estados Unidos, sen-
do classificada como KPC-1; posteriormente foi identi-
ficada a KPC-2 em isolados de K. oxyfoca, Salmonella
enterica e em Enterobacter sp.??

Trés novas variantes foram identificadas a partir de
mutagdes no gene estrutural da enzima KPC-2: blaK,_,,
bla,.., e bla,,...*'?? Aenzima KPC-3 foi inicialmente isola-
da em 2001, em Nova York, e tem sido identificada em ce-
pas de K. pneumoniae e Enterobacter spp.® Essa enzima,
assim como a KPC-2, é capaz de hidrolisar cefalotina e
cefaloridina, mas € menos eficaz na hidrélise de cefatoxima
e carbapenémicos.® Ja as enzimas KPC-4 e KPC-5 apre-
sentam grande capacidade de hidrolisar ceftazidima, sen-
do eficientemente inibidas pelo acido clavulanico; entretan-
to, apresentam menor capacidade de hidrolisar carba-
penémicos quando comparadas com a KPC-2. A variante
KPC-4 foi encontrada em isolados de K. pneumoniae e P
aeruginosa e a KPC-5 foi inicialmente reportada em ce-
pas de P. aeruginosa.??

Quatro novas variantes foram identificadas recente-
mente; trata-se de KPC-6, 7 e 8, isoladas de K. pneumo-
niae, e KPC- 9, encontrada em E. coli. Todas as variantes
foram identificadas em Porto Rico, com excecéo das enzi-
mas KPC-7 e KPC-9.1®

De modo geral, essa enzima, que era inicialmente
restrita aos Estados Unidos, ja foi reportada em diferen-
tes paises do mundo, como China, Colémbia, Grécia, Israel,
Itélia, Canada, Franca e Brasil.®)

De acordo com dados do SENTRY correspondentes
a 2000 e 2005, a América do Norte é a regido com maior
prevaléncia de serino carbapenemases.” Estudos realiza-
dos demonstraram a alta prevaléncia desta enzima nos
Estados Unidos, principalmente em Nova York, onde 24%
dos isolados de K. pneumoniae eram produtores de KPC
em um determinado periodo.®

Na América Latina, as serino carbapenemases repor-
tadas correspondem a uma das enzimas que apresentam
maior diversidade.(™®

No Brasil ja foram identificadas variantes desta enzi-
ma nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Pernam-
buco, o que comprova a ampla capacidade de dissemina-
¢do desta bactéria.?”’ O primeiro caso de KPC reportado
no pais foi em 2009, sendo detectada no paciente a pre-
senca também da enzima ESBL.®)

DETECCAO DE KPC

As metodologias empregadas na deteccdo da enzima
KPC englobam testes fenotipicos e moleculares.

Como métodos fenotipicos podem ser empregados
os testes de Hodge-modificado, disco-difusdo (Kirby-
Bauer) e E-tesT; ja as técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e ribotipagem podem ser aplicadas na
pesquisa do gene bla,, .19

A partir de 2009, em virtude da grande disseminacéao
deste mecanismo de resisténcia, o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) passou a preconizar como
metodologia fenotipica confirmatéria o teste de Hodge-mo-
dificado para deteccéo de cepas de K. pneumoniae pro-
dutoras de carbapenemases.®)

De acordo com o CLSI, este teste deve ser emprega-
do a fim de confirmar a presenca de KPC em isolados que
apresentarem resisténcia a cefalosporinas de terceira ge-
racao (cefotaxima, ceftazidima e/ou ceftriaxona) e sensibi-
lidade diminuida a carbapenémicos, em especial mero-
penem e ertapenem, nos testes de triagem realizados pelo
método de disco-difusdo.”

E importante salientar que enterobactérias produto-
ras de KPC sdo capazes de expressar a enzima mesmo
apresentando-se sensiveis ou como resistentes intermedi-
arias a carbapenémicos nos testes de disco-difusdo. Por-
tanto, é recomendado o teste de Hodge-modificado em
cepas que apresentarem halos reduzidos pela metodologia
de Kirby-Bauer.®)

O teste de Hodge-modificado consiste em semear
isolados bacterianos suspeitos de produzir KPC, de acor-
do com normas do CLSI, e, no centro de uma placa de agar
Mueller Hinton, adicionar um disco de carbapenem, seme-
ando, ao redor do disco, estrias estreitas das amostras a
serem testadas. O teste é considerado positivo quando hou-
ver um alargamento da area correspondente ao halo de ini-
bigdo.C0

Dentre os carbapenémicos de escolha para avaliar a
sensibilidade destes antimicrobianos, destacam-se erta-
penem e meropenem. O carbapenémico imipenem apre-
senta sensibilidade e especificidade reduzidas, sendo a
sua utilizagcdo menos indicada na realizacdo de testes
fenotipicos.C?

Algumas pesquisas avaliaram a eficacia dos discos
de antimicrobianos utilizados em testes de disco-difuséo
e Hodge-modificado, verificando que o imipenem apre-
senta menor desempenho que os demais carbapené-
micos. 0

Estudos recentes apontam a alta sensibilidade do tes-
te de Hodge-modificado na deteccdo da enzima KPC em
isolados de K. pneumoniae.®

Lolans e colaboradores demonstraram, em recente
pesquisa, que 100% dos isolados positivos para o teste
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de Hodge-modificado apresentavam a presenca do gene
blaKPC, identificado através de PCR.G"

Resultados semelhantes foram encontrados por
Anderson e colaboradores,® onde diferentes testes feno-
tipicos para a detecgcé@o de KPC foram avaliados. Os auto-
res demonstraram que o teste de Hodge-modificado corres-
ponde ao teste de maior especificidade e sensibilidade
(100%), confirmando a aplicabilidade eficaz do método
como teste confirmatério desta enzima.

Em contrapartida, diversas pesquisas demonstram a
baixa sensibilidade do teste na detec¢éo desta enzima em
outras espécies bacterianas. Diversos autores afirmam que
este teste fenotipico deve ser utilizado somente para
deteccdo de carbapenemases em isolados de K. pneu-
moniae, ja que pode induzir a resultados falso-positivos que
podem estar relacionados a presenca de outras beta-
lactamases, como a enzima AMPc.%®

Outra metodologia fenotipica que pode ser emprega-
da na deteccédo de KPC é o teste de disco-difusao, utiliza-
do a fim de verificar o perfil de sensibilidade aos antimicro-
bianos pertencentes as classes de cefalosporinas e carba-
penémicos.(?

Um importante reagente que auxilia na detecgéo de
KPC por este método é o acido borénico (BA). Sugere-se
que o teste seja realizado utilizando-se dois discos de
carbapenémicos, um contendo acido bordnico e outro sem
o reagente; sdo considerados positivos para a producao
de KPC os isolados que apresentarem halo referente ao
disco de antimicrobiano combinado com BA igual ou mai-
or que 5 mm, em comparagdo com o disco de antimi-
crobiano sozinho.®?

O uso de BA como inibidor de beta-lactamases em
testes de deteccgao fenotipica foi relatado pela primeira
vez em 1983, atuando através da inibicdo reversivel de
enzimas pertencentes a classe C.G% A partir desta data,
diversos estudos utilizando este composto foram realiza-
dos, demonstrando que o BA tem sido considerado um
inibidor especifico de beta-lactamases.®234

Em um estudo realizado por Pasteran e colaborado-
res, foi evidenciado o uso de BA como inibidor de beta-
lactamases por meio de teste fenotipico utilizando como
substrato o imipenem. No presente estudo, uma carbape-
nemase KPC-2 proveniente de um isolado de K. pneumo-
niae foi inibida pelo uso do composto em quest&o.®4

Pesquisas realizadas posteriormente confirmaram
os resultados obtidos por Pasternan e colaboradores,®¥
relatando que o uso de BA combinado com o substrato
imipenem é especifico para a detec¢do de enzimas do
tipo KPC.®?

Tsakris e colaboradores demonstraram elevada
especificidade e sensibilidade para o teste que emprega
acido bordnico quando este é aplicado em discos de
cefepime, imipinem ou meropen. Além disso, evidencia-
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ram a facilidade de execucéo e interpretacéo oferecidas
pelo teste.?

Apesar do teste de Hodge-modificado ser conside-
rado um teste confirmatério, resultados falso-positivos po-
dem aparecer. Portanto, séo aconselhaveis testes de bio-
logia molecular, considerados padrédo ouro para o diagnos-
tico de KPC.®

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é conside-
rada o melhor método para deteccdo da enzima KPC. Tra-
ta-se de uma técnica molecular baseada na deteccéo dos
genes de resisténcia em bactérias produtoras desta enzima
através da utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores es-
pecificos baseados nas regides conservadoras de cada
gene.("

Alguns laboratérios utilizam técnicas de hibridizacéo
para detectar genes especificos de carbapenemases; por
meio deste método é possivel identificar se o gene de re-
sisténcia apresenta localizagcédo plasmidial ou cromossé-
mica.®"

Métodos moleculares séo testes rapidos e extrema-
mente precisos na detecgédo de beta-lactamases, permi-
tindo aidentificacéo especifica da enzima presente. Cons-
tituem importantes métodos diagnésticos de KPC em
amostras suspeitas, contribuindo para evitar a dissemina-
cao deste gene de resisténcia.("

TRATAMENTO

O tratamento de infecgcdes causadas por bactérias
envolve diferentes classes de antimicrobianos, sendo o
surgimento, cada vez mais frequente, de patégenos
multirresistentes, uma questé@o que tem gerado grande pre-
ocupacao entre a comunidade médica e cientifica. Os
carbapenémicos correspondem a classe de farmacos de
escolha no tratamento de infec¢des provocadas por bacté-
rias Gram negativas resistentes a penicilinas e cefa-
losporinas de ultima geracgéo, principalmente entre as es-
pécies de enterobactérias que apresentam diferentes me-
canismos associados, como expressdo de enzimas que
degradam beta-lactamicos (AmpC) e producédo de beta-
lacatamases de espectro estendido (ESBL).%%)

No entanto, o surgimento de cepas resistentes a esta
classe de antimicrobianos vem sendo cada vez mais fre-
quente, gerando grande preocupacao em virtude das altas
taxas de mortalidade decorrentes da restricao terapéutica
e rapida disseminacgao dos genes de resisténcia.®®

Infecgdes causadas por enterobactérias produtoras
de KPC séo de dificil tratamento, sendo a combinacao
de polimixina B, tigerciclina e amicacina uma das uni-
cas opcoes terapéuticas, devendo ser usadas quando se
apresentarem sensiveis na determinacgéo da concentracao
inibitéria minima (CIM). E importante salientar que, além
do elevado custo destes farmacos, a polimixina B é um



Zanol FM, Cantarelli VV

antimicrobiano que apresenta extrema toxicidade, deven-
do estar entre as ultimas opg¢des de tratamento a serem
escolhidas.(19.35:36)

CONSIDERAGOES FINAIS

O surgimento de mecanismos de resisténcia vem cau-
sando alerta para a necessidade de adog¢do de medidas
eficazes que controlem a disseminacédo de patégenos
multirresistentes. Para isso, torna-se necessaria extrema
cautela na prescricdo e uso de antimicrobianos. O empre-
go de técnicas diagnésticas sensiveis e especificas para
os diferentes fenétipos de resisténcia assume grande im-
portancia neste contexto.

A KPC é uma enzima de rapida disseminagéo, ca-
paz de degradar praticamente todos os antimicrobianos
beta-lactamicos disponiveis e que tem se tornado frequen-
te no ambito hospitalar.

Portanto, é de extrema importancia que laboratérios
de microbiologia clinica fagam a correta identificagéo de
fenétipos de resisténcia, confirmando os possiveis meca-
nismos envolvidos em cepas que apresentam sensibilida-
de diminuida a classes de farmacos especificas, contribu-
indo, desta forma, para o controle da disseminagcédo de
patégenos resistentes.

Abstract

The emergence of nosocomial infections caused by multidrug-resistant
pathogens has emerged, causing great concern. Among the key
resistance mechanisms developed by microorganisms there is the
production of enzymes that degrade antibiotics, such as Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC). This is an enzyme belonging to
Ambler's group A, which is widely distributed and common in countries
of North America. The expression of this enzyme in enteric bacteria
results in the inactivation of penicillins, cephalosporins and
carbapenems, limiting the therapeutic options. The recognition of this
mechanism of resistance is based on phenotypic and molecular
methods, and the polymerase chain reaction (PCR) an important method
for detecting the resistance gene
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Carbapenemases; KPC; Bacterial resistance
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Diagnodstico laboratorial de Cryptococcus sp. no liquor
Laboratory diagnosis of Cryptococcus sp. in cerebrospinal fluid
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Resumo

A neurocriptococose é uma das formas clinicas mais comuns da infecgdo humana pelo
Cryptococcus. Os métodos de diagndstico da neurocriptococose incluem a pesquisa mi-
croscopica do Cryptococcus no liquor, o seu cultivo em meios nutricionais apropriados e a
pesquisa imunoldgica do antigeno capsular desta levedura. Outros métodos, como ativi-
dade de urease, fenoloxidase, cultivo no meio CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol),
e detecgédo de DNA flngico, também podem ser Uteis na identificagdo dessa levedura.
Entretanto, consensos que especifiquem detalhes minuciosos sobre as diferentes técni-
cas utilizadas no diagnéstico ainda sédo aguardados para que possam guiar o analista
clinico em seus procedimentos laboratoriais rotineiros.

Palavras-chave

Neurocriptococose; Cryptococcus; Liquor; Diagnéstico laboratorial.

INTRODUGAO

O género Cryptococcus compreende varias espéci-
es de leveduras, que comumente apresentam-se como
células esféricas ou ovoides, medindo de 2,5 um a 10 um
de didametro, com brotamento Gnico ou miiltiplo e sdo ge-
ralmente envoltas por uma capsula de natureza mucopo-
lissacaridica, com diametro variavel de 1 um a 30 um, e
que é de grande importancia para a identificagcdo do
Cryptococcus.?

Do ponto de vista médico, duas espécies s@o impor-
tantes, pela frequéncia com que causam criptococose:
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Entretan-
to, outras espécies podem, embora raramente, causar in-
fecgdo humana, como as espécies Cryptococcus albidus,
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus humicola e Crypto-
coccus curvatus.\'34

Manifestagées neurologicas da criptococose

As lesdes causadas pelo Cryptococcus ocorrem prin-
cipalmente nos pulmdes e sistema nervoso central. Arota
da infeccdo por Cryptococcus comega nos pulmdes, e par-
tindo dai o fungo pode migrar para outras partes do corpo,
apresentando tropismo pelo sistema nervoso central, onde
causa meningite, meningoencefalite e encefalite."

A afinidade do Cryptococcus pelo sistema nervoso
central, provavelmente, se deve a alta concentragéo de nu-

trientes assimilaveis pelo fungo, a falta de atividade do sis-
tema complemento e a fraca ou ausente resposta inflama-
téria no tecido cerebral. O cérebro é abundante em cate-
colaminas, que podem ser utilizadas pelo fungo para sinte-
se de melanina.®® Além disso, as cepas de Cryptococcus
podem sobreviver e multiplicar-se em ambientes com bai-
xa tenséao de O, e relativa alta tenséo de CO, em tempera-
turas de 37 °C, como é observado no tecido cerebral.(”

Na neurocriptococose, a forma clinica mais comum é
a meningoencefalite, ocorrendo em mais de 80% dos ca-
sos, sob forma isolada ou associada com acometimento
pulmonar. Com mais frequéncia apresenta-se como me-
ningite ou meningoencefalite aguda ou subaguda, porém
lesdes focais Unicas ou multiplas no sistema nervoso cen-
tral, simulando neoplasias, associadas ou ndo ao quadro
de meningite podem ser encontradas no paciente nao
imunocompetentes.® Nesses pacientes, a doenga mani-
festa-se por nauseas, vomitos e rigidez na nuca. No qua-
dro meningoencefalico, esses podem apresentar-se com
alteracdes de consciéncia, déficit de memoéria, linguagem
e cognicao; também estrabismo, paralisia facial e, as ve-
zes, deméncia como Unica manifestacao da doenca.

Em pacientes imunodeprimidos, a meningoencefalite
se manifesta de modo agudo, com mais frequéncia em
pacientes do sexo masculino, com carga fluingica elevada,
com ampla variagéo de sinais clinicos, mas pode também
apresentar poucos sinais e sintomas. Cefaleia e febre

"Aluna de Mestrado, Programa de Pés-Graduacdo em Farméacia, Universidade Federal de Santa Catarina— UFSC, Florianépolis, SC, Brasil.
2Professor Associado, Departamento de Anélises Clinicas, Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, Florianépolis, SC, Brasil.
SFarmacéutica-Bioquimica, Departamento de Anélises Clinicas, Universidade Federal de Santa Catarina— UFSC, Florianépolis, SC, Brasil.
4Farmacéutico-Bioquimico, Laboratério de Patologia Clinica, Hospital Universitario de Florianépolis — UFSC, Florianépolis, SC, Brasil.

Artigo recebido em 17/06/2011
Artigo aprovado em 18/02/2016

10

RBAC.2016;48(3 supl.1):10-4



Diagnéstico laboratorial de Cryptococcus sp. no liquor

estdo presentes em torno de 70% dos casos, e deve-se
desconfiar de meningite criptocécica sempre que o paci-
ente portador de HIV apresentar cefaleia e febre
inexplicada, deméncia progressiva e confusdo mental.(68)

A neurocriptococose também pode se manifestar com
duas outras caracteristicas: pseudocitose gelatinosa e
criptococoma. Na pseudocitose gelatinosa, o espaco peri-
vascular dilatado se transforma em lesdes cisticas conflu-
entes. No criptococoma, as les6es resultam de uma inva-
séo direta do cérebro com uma reacao granulomatosa e
podem se desenvolver em individuos imunocompetentes.®

Métodos de diagndstico laboratorial de

cryptococcus no liquor

Os métodos laboratoriais mais utilizados para a
detecgdo do Cryptococcus no liquor sédo: a pesquisa mi-
croscopica direta do fungo no sedimento da centrifugacao
do liquor, o seu cultivo em meios apropriados e a pesquisa
imunolégica do antigeno capsular.( Qutros testes e meios
nutricionais como deteccéo de atividade de urease e feno-
loxidase, e cultivo meio CGB (canavanina-glicina-azul de
bromotimol) também podem ser Uteis para diferenciar
Cryptococcus de outros géneros de leveduras, assim como
diferenciar as espécies C. neoformans e C. gattii.(V

Exame microscépico do liquor

Para a detecgao de Cryptococcus no exame micros-
cépico do liquor, utilizam-se diversos tipos de coloragdes,
dos quais o mais utilizado é a coloragdo com tinta Nan-
quim (ou tinta da China). Ela permite a observagéo indireta
da céapsula, ja que a mesma vai se destacar contra um fun-
do negro. O teste da tinta da China identifica Cryptococcus
em 60% a 80% dos casos de criptococose em pacientes
com AIDS, e aproximadamente 50% dos casos de cripto-
cocose sem AIDS.410.11)

Tanner et al. verificaram que um alto nimero de ele-
mentos fangicos na amostra é necessario para que pos-
sam ser detectados no exame microscoépico direto.(? As-
sim, uma baixa quantidade de elementos fungicos no liquor
pode levar a ocorréncia de resultados falso-negativos. Com-
parando-se os métodos de aglutinagdo entre si e com o
método tinta da China, os autores observaram que 68%
das amostras positivas verdadeiras eram realmente
reagentes nesse teste. Observaram também que 95% das
amostras de liquor, positivas no teste da tinta da China,
apresentavam titulos altos de antigeno polissacaridico (aci-
ma de 1:256) em todos os kits comerciais em que foram
testadas.(™?

Sato et al., ao compararem varios testes rapidos para
deteccdo de Cryptococcus verificaram, em trinta cultivos
positivos para Cryptococcus, que o teste com tinta da Chi-
na mostrou-se sensivel apenas para pouco mais de 50%
das amostras, enquanto que o ensaio com o antigeno
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criptococico se mostrou sensivel em mais de 90% dos ca-
sos.(®

Formas atipicas de Crypfococcus encontradas no
liquor, principalmente de pacientes com AIDS, ja foram de-
tectadas por meio do teste da tinta da China. Por exemplo,
pseudo hifas capsuladas foram observadas em amostra
liquérica de paciente com AIDS, decorrente da alta carga
viral de HIV e baixo niumero de linfécitos T CD4. Esse esta-
do de imunodepresséao poderia ter induzido e facilitado ao
fungo a capacidade de produzir pseudo hifas." Também
céapsulas degeneradas do fungo puderam ser observadas,
0 que provavelmente pode ser devido ao tratamento do
paciente com anfotericina B. Apresenca de formas atipicas
de C. neoformans no liquor de pacientes com AIDS pode-
ria ser interpretado como uma possivel adaptacao das cé-
lulas fungicas ao meio.("

Cultura e isolamento do fungo

A cultura é o padréo-ouro de diagnéstico da cripto-
cocose, sendo considerada uma técnica sensivel, especifi-
ca e de baixo custo, embora haja divergéncias na literatura
quanto a sua real sensibilidade e especifidade.(

O Cryptococcus cresce bem em meios de cultura que
nao contenham cicloheximida, pois este age como um agen-
te inibidor do crescimento para esta levedura. As coldnias
crescem geralmente apés 48 horas de incubacgao, em tem-
peraturas entre 28°-32°C. No isolamento de Cryptococcus,
observam-se col6nias com aparéncia mucoide e tonalida-
des de coloragé@o creme ou acastanhada. A hemocultura
pode revelar a presenca de fungo no sangue em doenca
disseminada. Essa levedura também cresce bem em mei-
os bacteriolégicos, como agar sangue, agar chocolate, agar
Tayer-Martin e agar BHI.("

Apesar da cultura ser considerada padrdo-ouro no
diagnoéstico de criptococose, os seus valores de especi-
ficidade e a sensibilidade podem variar bastante. As
discordancias observadas podem ser explicadas pela fal-
ta de padronizagéo nos procedimentos laboratoriais, como
centrifugacgao prévia da amostra e tamanho do in6culo.*"
Em pacientes com AIDS, as culturas quase sempre sao
positivas devido ao alto nimero de elementos fungicos. Ja
em pacientes sem AIDS, as culturas sao positivas em 90%
dos casos, podendo esse valor ser maior quando se ultili-
zam inéculos maiores. Barenfanger et al. sugerem que a
realizacdo de cultura para finalidade de diagnéstico bacte-
riologico, junto com o teste de aglutinagéo em latex, ja seri-
am suficientes para detectar a presenca de Cryptococcus
no liquor, sem necessidade se utilizar agar Sabouraud.("®

Atividade de Urease

A urease é uma enzima que catalisa a conversao de
ureia em amonio e carbamato. A deteccdo desta enzima
na rotina laboratorial é utilizada para a diferenciacédo de
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Cryptococcus (urease positiva) e Candida (urease negati-
va). Entretanto, espécies do género Rhodotorula e
Trichosporon também podem apresentar atividade de
urease. O meio utilizado é o agar Christensen ureia, que
contém o indicador vermelho fenol em sua composicéo. Ha
producdo de amdnia, com consequente aumento de pH,
levando a mudanca da coloracgéo do indicador de pH apés
algumas horas de incubagéo.('® Com relacédo a possiveis
diferencas na expressao de atividade de urease entre as
espécies de Cryptococcus, Torres-Rodriguez et al. verifi-
caram que C. neoformans possui maior atividade de urease
do que C. gattii, ao testarem 25 amostras de origem ambi-
ental e de liquidos humanos infectados.("

Atividade de Fenoloxidase

Existem também meios nutricionais que indicam pre-
senca de atividade de fenoloxidase (lacase) em C. neo-
formans e C. gattii. Estas espécies de Crypfococcus sao
capazes de produzir melanina a partir de substratos feno-
licos, presentes no acido cafeico, dopamina e extrato de
sementes de niger (Guizotia abyssynica), e o pigmento

produzido confere as col6nias uma cor marrom ou ne-
gra_(18,19,20)

Agar canavanina-glicina-azul de bromotimol

O agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (meio
CGB) foi proposto em 1982 para diferenciar as espécies
C. gattii e C. neoformans. Apenas o C. gattii é resistente a
canavanina e utiliza glicina como fonte de carbono e nitro-
génio. E um método rapido e simples para a identificacdo
das espécies, apesar de que, em alguns casos, ocorre cres-
cimento de C. neoformans mesmo com altas concentra-
¢Oes de canavanina.?'24

Teste de aglutinagdo em latex

Durante a infecgéo, o principal componente antigénico
da capsula, o glucuronoxylomanana (GXM), solubiliza-se nos
fluidos corporeos, possibilitando sua deteccéo através de
aglutinacéo de particulas de latex sensibilizadas com anti-
corpos especificos. E considerado um teste muito sensivel
e especifico (>90%) e é util quando a pesquisa direta com
tinta da China da um resultado negativo.*%)

Falsos resultados no teste de aglutinagcdo em latex
podem ocorrer, tanto no liquor quanto no soro. Uma das
causas de resultado falso-positivo é a presenca do fator
reumatoide, mas que é eliminado pelo tratamento com
pronase (agente proteolitico) contido nos kits comerciais.
Outras de reacgdes falso-positivas no liquor poderiam ser
devido a exposicao deste ao fluido sinerético (condensacgéao
da superficie) de placas de agar chocolate, mesmo em
concentragdes muito baixas, e inativagdo da enzima pro-
nase. Entretanto, isso poderia ser evitado ao se realizar o
teste de detecgéo de antigeno no liquido cefalorraquidiano
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antes de se fazer a cultura, e usar uma amostra separada
para este procedimento. Também polissacarideos de
Trichosporon spp. e Stomacoccus mucilaginosus poderi-
am induzir uma reacéo cruzada, em caso de infecgéo dis-
seminada por estes microrganismos.*26-30)

No estudo de Tanner et al., em que compararam vari-
os kits comerciais de aglutinagéo por latex, eles observa-
ram que os testes comerciais que nao incluiam a pronase
na preparacao do espécime tinham também as maiores
taxas de falso-negativos, sendo que o tratamento com a
pronase, nesses casos, eliminou esses casos. De fato, isso
resultou em amostras positivas com altos titulos de aglu-
tinagdo.'? As sensibilidades antes e depois do tratamento
com a pronase foram de 83% e 97%, respectivamente,
mostrando uma diferenca significativa e que deve ser leva-
da em consideracdo na escolha do kit. Por outro lado, o
pré-tratamento com pronase parece ndo ser necessario
quando se trata de amostras de liquor.(" Entretanto, ndo
se exclui a possibilidade de que outras substancias inter-
ferentes, que néo proteinas presentes no liquor, se liguem
ao reagente e produzam resultados falso-negativos.®"

A causa mais comum da ocorréncia de resultados
falso-negativos para Cryptococcus é a existéncia de ce-
pas acapsuladas.®? Outras razées podem ser uma concen-
tracdo de antigenos menor que o limite de deteccdo dos
kits, ou de que a producgéo capsular do polissacarideo in
vivo poderia resultar em diferencas qualitativas na expres-
séo de antigenos, o que, consequentemente, levaria a dife-
rencas na deteccdo de diferentes kits. O efeito pré-zona
também néo deve ser descartado quando altos titulos de
antigenos circulantes estao presentes.CG"

Resultados falso-negativos para a prova do latex em
amostras de liquor podem retardar o diagnéstico e a tera-
pia de pacientes com meningite criptococécica. Deve-se,
portanto, assumir que a nao positividade nos testes de
aglutinacdo em latex ndo exclui o diagnéstico de neuro-
criptococose, particularmente quando apenas uma amos-
tra de liquor de um paciente sintomatico é enviada para a
analise. Sugere-se sempre proceder a cultura do fungo em
toda e qualquer amostra de liquor que chegue ao laboraté-
rio, e que essas culturas sejam cuidadosamente observa-
das diariamente por até uma semana.(™®

Métodos de aglutinacédo e coaglutinagédo, assim como
outros métodos comuns de diagnéstico, foram testados e
comparados por Khyriem et al.®® O sedimento do centri-
fugado foi utilizado para a microscopia direta e o sobre-
nadante para testes de deteccdo de antigeno. Antes da
adicdo da tinta Nanquim, o sedimento era misturado com
mercurio-cromo a 2%. A cultura se mostrou sensivel em
apenas 25% dos casos, enquanto que a deteccdo do
antigeno foi o método que mais sensibilidade apresentou
(mais de 90%). A coaglutinacdo é um método modificado
de deteccgdo de antigenos, que o estudo de Khyriem et al.
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demonstrou dentre outras técnicas analisadas, a maior sen-
sibilidade. Nesta técnica, em vez de particulas inertes de
latex, os autores utilizaram células de Staphylococcus, que
propiciam uma melhor absorcédo do antissoro, obtido por
inoculacdo de cepas padronizadas de C. neoformans em
coelhos.®¥

Teste de ELISA

O método de ELISA (ensaio imunoenzimatico) é um
teste relativamente rapido, barato, com alta sensibilidade
e especificidade, utilizada para a detecgéo dos antigenos
polissacaridicos da capsula do C. neoformans no liquor.
Além disso, esse teste ndo exige pré-tratamento da amos-
tra, diferentemente do que ocorre com o teste de
latex.(123435) Segundo Saha et al., o teste de ELISA apre-
senta vantagens sobre o teste de aglutinacdo em latex por-
que mostra um claro valor de corte entre amostras positi-
vas e negativas.

METODOS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

Testes moleculares para detecgdo de acidos
nucleicos vém sendo desenvolvidos para a deteccdo de
Cryptococcus em liquor e outros materiais biolégicos como
sangue, secrecdes, biépsias, aspirado broncoalveolar e
urina.%40) O teste de PCR (reacdo em cadeia da polime-
rase) apresenta-se como uma boa alternativa em questées
de especificidade e sensibilidade, ja que consiste no iso-
lamento do acido nucleico da levedura, amplificagdo deste
por PCR e identificagcdo do fungo pela comparagéao de ban-
das provindas da eletroforese em gel de poliacrilamida ou
gel de agarose.®837:3%.40) \ariages no método de PCR tam-
bém foram descritas, como, por exemplo, ensaio de PCR
associado com enzima de restri¢cdo.“" Entretanto, a ampla
utilizacédo de procedimentos moleculares na identificacao
de Cryptococcus ainda é dificultada pela necessidade de
altos investimentos devidos ao alto custo de equipamentos
e reagentes, instalagdes fisicas apropriadas e contratacao
de profissionais qualificados, assim como a necessidade
de padronizagao dos procedimentos.

CONSIDERAGOES FINAIS

Com o aumento dos casos de neurocriptococose,
essa micose sistémica passou de status de doenca pouco
comum para uma das mais importantes e preocupantes
infeccdes oportunistas que acometem os pacientes
imunocomprometidos, o que tem levantado cada vez mais
interesse de estudo quanto as caracteristicas da doenca e
do fungo, e também sobre os métodos laboratoriais que
podem ser utilizados para a deteccéo deste fungo no hos-
pedeiro humano. Métodos tradicionais de diagnéstico
laboratorial, como o exame microscopico, o cultivo do fun-
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go e a pesquisa do antigeno capsular permanecem como
os métodos de escolha para o diagnéstico laboratorial das
infeccdes por Cryptococcus no liquor. Por sua vez, o avan-
¢o de técnicas moleculares como o PCR também tem de-
monstrado que ha possibilidade de identificagado deste fun-
go em diversos tipos de amostras biolégicas, inclusive o
liquor. Portanto, varias sé@o as metodologias para deteccao
do Cryptococcus utilizadas em um laboratério clinico. Para
a escolha das técnicas a serem utilizadas deve ser levado
em consideracéo a sua sensibilidade e especificidade, a
fim de que um resultado fidedigno e confidvel possa ser
alcangado. A elaboracéao de consensos voltados a questéo
laboratorial e que especifiquem detalhes minuciosos so-
bre as técnicas, assim como valores reais e realmente
confiaveis para sensibilidade e especificidade das mes-
mas, seriam extremamente Uteis para guiar o analista clini-
co em seus procedimentos laboratoriais rotineiros.

Abstract

Neurocryptooccosis constitutes the most common clinical form of the
human Cryptococus infection. The laboratory methods for the diagnosis
of neurocryptococcosis in cerebrospinal fluid (CSF) include microscopic
study of the fungus in the CSF, its cultivation on suitable nutrient me-
dia and immunological detection of yeast capsular antigen. Other
methods, such as urease and phenoloxidase activity, fungal cultivation
in CGB medium (canavanine-glycine-bromothymol blue) and the
detection of fungal DNA, may also be useful in the identification of this
yeast. However, guidelines that specify full details of the different
techniques used in diagnosis are still awaited so that they can guide
the professional in its routine laboratory procedures.

Keywords
Neurocryptococcosis; Cryptococcus; Cerebrospinal fluid; Laboratory
diagnosis
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INTRODUCAO

Resumo

As unidades de tratamento intensivo sédo de fundamental importancia para o controle e
tratamento das doengas mais graves que acometem o corpo humano. Apesar de seu
papel inestimavel e bem estabelecido, elas trazem algum grau de morbidade, e a ocorrén-
cia de infecgdes nosocomiais esta claramente relacionada a este fato. Neste ambiente, o
paciente fica mais susceptivel ao risco de infecgdo, em fungéo de sua condigéo clinica e
a realizagéao de diversos procedimentos invasivos. Diferentes microrganismos como bac-
térias, fungos e virus causam infec¢des hospitalares. A P. aeruginosa, bactéria Gram
negativa aerébica, ndo fermentadora, tem recebido atencéo especial pela frequéncia com
que esta relacionada a doengas em pacientes com comprometimento imunolégico, espe-
cialmente cepas multirresistentes. A utilizagéo irracional de antibiéticos esta diretamente
associada ao aumento da incidéncia de microrganismos multirresistentes e a consequente
elevacao dos custos de internagdes. Entre os principais fatores responsaveis pela utiliza-
¢ao inadequada de antimicrobianos estao: o desconhecimento das doengas infecciosas,
a incerteza do diagndstico e a falta de consciéncia da gravidade da resisténcia bacteriana.
Vale lembrar que a problematica da multirresisténcia se constitui uma ameaca ndo sé
para a sociedade, mas particularmente a indUstria farmacéutica, que se encontra sem
resposta terapéutica. Deste modo, conclui-se que é de fundamental importancia a infor-
magéo sobre o agente etioldgico e sua suscetibilidade aos antimicrobianos. Tais informa-
¢cdes podem evitar o uso indiscriminado de antibiéticos e o consequente surgimento de
cepas multirresistentes.

Palavras-chave
Pseudomonas aeruginosa; UTI; Multirresisténcia

causada, principalmente, pelo uso indiscriminado dos mes-
mos, resultando no desenvolvimento de espécies resisten-

As unidades de tratamento intensivos (UTI's) sdo con-
sideradas de alto risco para aquisicdo de infecgbes por
bactérias multirresistentes, considerando que os pacien-
tes graves requerem cuidados intensivos prolongados e
assim estdo mais expostos a riscos de adquirirem infec-
¢des. Os fatores que contribuem para a alta taxa de infec-
céo e mortalidade nessas unidades estéo, possivelmente,
associados a gravidade da doenca de base, aos procedi-
mentos invasivos, ao prolongado tempo de internacéo e
ao uso de antibiéticos, principalmente os de espectro am-
pliado, fazendo com que haja o surgimento de microrga-
nismos multirresistentes, o que dificulta a terapéutica.

Mendonga et al.(" descrevem que, desde a introdu-
¢éo do mais antigo antimicrobiano até o mais recente, vem
se registrando uma presséo seletiva dos microrganismos

tes. A Organiza¢dao Mundial da Saude (OMS) aponta ou-
tros fatores que tém contribuido para o aumento da inci-
déncia da multirresisténcia microbiana: pobreza, acesso
inadequado aos medicamentos, propaganda de novas dro-
gas, falha terapéutica, medicamentos falsificados e prefe-
réncia pelos antimicrobianos de largo espectro, deficién-
cia na formacéo de profissionais de saude, alimentos con-
taminados com microrganismos resistentes, a globalizacédo
e, finalmente, deficiéncia na vigilancia da epidemiologia
intra e extra-hospitalar.

Estudiosos da area citam a Pseudomonas aerugi-
nosa como um patégeno comum entre pacientes criticos, e
as cepas multirresistentes sdo cada vez mais isoladas das
colonizacdes e infecgdes epidémicas e endémicas nas
unidades de tratamento intensivo.>® Com o uso abusivo e
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indiscriminado de antimicrobianos, a incidéncia de P, aeru-
ginosa multirresistente estd aumentando e o tratamento
clinico destas infeccdes se torna um desafio para a equi-
pe de saude.

Frente ao exposto, este estudo objetiva discorrer so-
bre a ocorréncia de infec¢ao hospitalar por P. aeruginosa
multirresistente em unidades de tratamento intensivo. Este
trabalho tem carater qualitativo, exploratério do tipo biblio-
grafico, uma vez que sera elaborado a partir de material ja
publicado, constituido principalmente de livros, artigos de
periédicos e materiais disponibilizados na internet.

REFERENCIAL TEORICO

Infecgdes hospitalares em UTl's

As UTI's sdo de fundamental importancia para o con-
trole e tratamento das doencgas mais graves que acome-
tem o corpo humano. Eles representam uma ferramenta
poderosa na medicina moderna. Essas unidades sdo ne-
cessarias para prover dois servicos principais aos pacien-
tes criticamente enfermos: suporte de vida para faléncias
organicas graves e a monitorizacéo intensiva que permita
a identificacdo precoce e o tratamento apropriado das
intercorréncias clinicas graves. Elas atuam de forma deci-
siva quando ha instabilidade de érgéos e sistemas funcio-
nais com risco de morte.®

Apesar de seu papel inestimavel e bem estabeleci-
do, as UTI's trazem algum grau de morbidade, e a ocorrén-
cia de infeccdes nosocomiais estéd claramente relaciona-
da a este fato; neste ambiente, o paciente fica mais susce-
tivel ao risco de infecgdo em funcgéo de sua condicao clini-
ca e arealizacao de diversos procedimentos invasivos.*

A internacdo em UTI eleva o risco de aquisicdo de
infeccao hospitalar, inclusive com a ocorréncia de micror-
ganismos multirresistentes. Além disso, o paciente tem seu
sistema imunolégico comprometido, o que exige o uso de
antimicrobianos, principalmente de dltima geragéo. De
modo geral, estes séao fatores determinantes na ocorrén-
cia de infeccOes, especialmente por cepas multirresis-
tentes.®

Cabe ressaltar que o risco de infecgéo é diretamente
proporcional a gravidade da doenca, as condigdes nutri-
cionais, a natureza dos procedimentos diagnésticos ou
terapéuticos, bem como ao tempo de internacéo, dentre
outros aspectos.®”)

Ainfeccdo hospitalar ndo esta associada apenas com
um aumento consideravel na morbidade e mortalidade dos
pacientes em um hospital, mas também com os aumentos
significativos nos custos,® considerando o prolongamento
da internacdo, o consumo de antibiéticos, os gastos com
isolamento e os exames laboratoriais.”

Wenzel et al.® relataram que 5% dos individuos in-
ternados nas UTI's adquirirdo uma infecgéo nosocomial,
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o que resultara no aumento do tempo de internagéo, em
torno de cinco a dez dias, e sera considerada como
consequéncia dos cuidados assistenciais em até 30% do
total de casos.

As infecgdes hospitalares podem ter origem endo6-
gena, quando causadas pela microbiota residente do pro-
prio paciente, ou exdégena.® Esta ultima inclui veiculos
como maos, secrec¢ao salivar, fluidos corpéreos, ar e ma-
teriais contaminados, como, por exemplo, equipamentos
e instrumentos utilizados em procedimentos médicos. Mui-
tos destes procedimentos séo invasivos, isto é, penetram
as barreiras de protecdo do corpo humano, aumentando
o risco de infecgdo. Os procedimentos médicos mais
comumente associados com infecgdo hospitalar sao
cateterizacdo urinaria, cirurgia, terapia intravenosa,
intubacao respiratoria e dialise renal.("®

A infeccé@o exdgena pode se dar ainda por meio da
contaminagao de alimentos, agua, ou medicamentos du-
rante a sua produgé@o ou manipulagao hospitalar.®

Albrich et al."" afirmam que as UTI's sdo considera-
das epicentros de resisténcia bacteriana, sendo a princi-
pal fonte de surtos de bactérias multirresistentes. Dentre
os fatores de risco, tem sido muito ressaltado o consumo
abusivo de antimicrobianos, os quais exercem pressao
seletiva sobre determinados grupos de microrganismos,
tornando-os resistentes. Além disso, o uso rotineiro de téc-
nicas invasivas, a alta densidade de pacientes e a sus-
cetibilidade dessa populagédo, geralmente portadora de
doencas graves, aumentam ainda mais o risco de infec-
¢do por microrganismos multirresistentes.

AGENTES BACTERIANOS

Diferentes microrganismos como bactérias, fungos e
virus causam infeccdes hospitalares. O grupo de patégenos,
no entanto, que se destaca é o das bactérias que constitu-
em a microbiota humana e que normalmente nédo trazem
risco a individuos saudaveis devido a sua baixa viruléncia,
mas que podem causar infecgdo em individuos com esta-
do clinico comprometido, denominadas assim de bactéri-
as oportunistas.('?

De modo geral, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus sp. coagulase-negativa (SCN) e Staphy-
lococcus aureus sdo os principais microrganismos respon-
saveis por infecgédo hospitalar em UTI's. Além destes, ou-
tros também comumente isolados sé@o Klebsiela pneumo-
niae, Proteus sp., Escherichia coli, Enterococcus sp. e um
membro da familia Enterobacteriaceae.!'?"¥

E importante ressaltar que ha diferengas na preva-
Iéncia dos agentes etiolégicos para cada sitio de infecgao.
O Staphylococcus aureus é mais comum em infecgdes de
sitio operatorio, infeccdes de corrente sanguinea relacio-
nada a cateteres venosos centrais, infeccdo de protese,
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infeccdo de pele e infecgcdo de trato respiratoério;
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) em infecgdes
de corrente sanguinea relacionadas a cateteres venosos
centrais e infecgéo de prétese; Enterococcus sp. em infec-
¢bes urinarias, respiratérias e de corrente sanguinea; E.
coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Proteus sp. associ-
ados a pneumonias, infecgdes de sitio cirdrgico e de cor-
rente sanguinea; Pseudomonas aeruginosa acometendo
pacientes cronicos, em ventilagdo mecanica prolongada ou
pacientes traqueostomizados.("

A transmisséao cruzada das infecgdes hospitalares tem
um importante papel na sua cadeia epidemiolégica. No
ambiente hospitalar, os trabalhadores da area de saude,
ao prestar assisténcia a pacientes portadores persisten-
tes ou manusear objetos colonizados podem contaminar
suas maos e subsequentemente transmitir o organismo para
outros pacientes.(™

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram ne-
gativa aerobica, ndo fermentadora, que se apresenta sob
a forma de bastonetes isolados ou aos pares, movidos por
flagelos polares.'®'") Esta espécie comumente habita o solo,
agua e vegetais e faz parte da microbiota normal do ser
humano, podendo ser encontrada na pele, garganta e nas
fezes de individuos sadios. Pode ser considerada oportu-
nista, uma vez que causa doenca em individuos imuno-
comprometidos.('8.19

A colonizagdo humana ocorre em sitios umidos como
perineo, axilas, ouvidos. Aumidade também é um fator cri-
tico em reservatérios hospitalares de P. aeruginosa, como
equipamentos de ventilagdo mecanica, solugdes de limpe-
za, desinfetantes de pias, panos de chédo e sédo altamente
resistentes a variagao de temperatura.® Em situagées epi-
démicas tem sido demonstrada contaminacgédo a partir de
fonte comum, tais como respiradores, umidificadores, re-
servatérios de agua, alimentos, agua de torneiras e medi-
cacdes, assim como transmissao de individuo para indivi-
duo, através das maos, especialmente em UTI's, como res-
salta Martins et al.®

Os microrganismos mais frequentemente envolvidos
em infec¢cdes hospitalares sdo as bactérias Gram negati-
vas, como a P. aeruginosa, sendo comuns os relatos de
eventos de resisténcia a antibiéticos. Portadores assinto-
maticos sdo um veiculo importante destes patégenos, no
ambiente hospitalar.(®2'22) P aeruginosa tem recebido aten-
céo pela frequéncia com que esta relacionada a doencgas
em pacientes com comprometimento imunolégico, acom-
panhado de procedimentos invasivos, queimaduras e feri-
das operatorias, que se tornam porta de entrada para esta
espécie.® A despeito dos avangos tecnolégicos em rela-
c¢do ao desenvolvimento de drogas de maior poténcia
antibacteriana, suas caracteristicas naturais de resisténcia
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a mantém em papel de destaque referente as dificuldades
terapéuticas, afirma Arruda.®¥

De fato, esta espécie tem sido associada a uma am-
pla variedade de infecgdes como bacteremias, infeccdes
do trato urinario,® do trato respiratério e de ouvido e ocu-
lares, resultando, muitas vezes, em sepse fatal.

As infecgbes no trato urinario estao relacionadas ao
uso de cateteres contaminados, que séo colonizados tanto
pela microbiota do paciente como por microrganismos pre-
sentes nas méaos dos individuos da equipe de enfermagem,
entre outras fontes.('8262") A associacdo cateter-bacteritria
esta diretamente relacionada ao tempo de duracéo do uso
do implante. Este leva a bacteritria, mais frequentemente,
quando utilizado por mais de trinta dias. A bacteriuria pode
ocasionar febre, cistites, pielonefrites, bacteremias e mor-
te por sepse.(?628)

RESISTENCIA AANTIMICROBIANOS

Os antibioticos respondem por grande parte do con-
sumo em hospitais, especialmente em unidades de paci-
entes mais graves, como as UTI's.® Eles contribuem para
a prevencao e reducédo nas complicagcdes das infecgdes,
dentre outros.®®?

A utilizacgao irracional de antibiéticos esta diretamen-
te associada ao aumento da incidéncia de microrganis-
mos multirresistentes e a consequente elevacgao dos cus-
tos de internagdes. Entre os principais fatores responsa-
veis pela utilizacdo inadequada de antimicrobianos es-
tdo: o desconhecimento das doencgas infecciosas, a in-
certeza do diagnostico e a falta de consciéncia da gravi-
dade da resisténcia bacteriana.

Na comunidade, as consequéncias do uso abusivo
de antimicrobianos sdo bem exemplificadas pela emer-
géncia de cepas de pneumococos multirresistentes as-
sociada ao uso abusivo de penicilinas. Porém, é no am-
biente hospitalar que o problema é mais preocupante, es-
tando diretamente associado ao aparecimento de cepas
bacterianas resistentes a diversos antimicrobianos, com
consequéncias diretas no prognéstico do paciente e no
custo da internagao.®

Nesse ambiente, o uso racional de antimicrobianos é
tido como arma essencial do sistema de prevencgéo das
infeccdes hospitalares. O conhecimento dos principios ge-
rais nos quais se baseia o uso de antimicrobianos, assim
como das propriedades e caracteristicas basicas dos
antimicrobianos disponiveis, permitiu fundar critérios cien-
tificos que dédo seguranca a sua indicagéo terapéutica ou
profilatica.("®

Trés fatores interligados devem ser considerados para
escolha do antimicrobiano a ser prescrito: o estado clinico
do paciente, o local ou sitio da infeccdo e o agente etiolo-
gico presumido ou comprovado.('329
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Entre os microrganismos que apresentaram grandes
modificacdes na sensibilidade aos antimicrobianos com
o passar do tempo destacam-se: estafilococos, entero-
bactérias, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii e, mais
recentemente, hemoéfilos, gonococos, enterococos e
pneumococos. Atualmente, a resisténcia entre as bactéri-
as Gram positivas tem sido motivo de grande preocupa-
¢do entre microbiologistas e médicos. As mesmas vém
se tornando bactérias-problema na terapéutica anti-infec-
ciosa.(™®

Vale lembrar, ainda, que a problematica da multirre-
sisténcia se constitui em ameaca ndo s6 para a socieda-
de, mas particularmente para a industria farmacéutica, que
se encontra sem resposta terapéutica.”

Deste modo, conclui-se que é fundamental a informa-
¢do sobre os agentes etiol6gicos mais frequentes para cada
tipo de infeccdo e em cada setor do hospital, sua sensibili-
dade aos diversos antibiéticos e o resultado das culturas
de cada infecgdo. Fatores esses que irdo nortear o diag-
nostico e definir o tratamento mais adequado para deter-
minada infecgdo.?

CONSIDERAGOES FINAIS

As UTl's constituem uma ferramenta poderosa na
medicina moderna. No entanto, elas sdo consideradas de
alto risco para aquisicdo de infeccdes por bactérias
multirresistentes. Cepas de P. aeruginosa multirresistentes
tém sido frequentemente reportadas como agente causa-
dor de infecgdes nosocomiais, evidenciando assim a pro-
blematica da multirresisténcia. Deste modo, conclui-se que
é de fundamental importancia a informacao sobre o agente
etiologico e sua suscetibilidade aos antimicrobianos. Tais
informacgdes podem evitar o uso indiscriminado de antibio-
ticos e, consequentemente, o surgimento de cepas
multirresistentes.

Abstract

The intensive care units are of fundamental importance for the control
and treatment of major diseases affecting the human body. Despite
their invaluable role and well established, they bring some degree of
morbidity and the occurrence of nosocomial infections is clearly related
to this fact. In this environment, the patient is more susceptible to
infection risk, based on their clinical condition and performance of
various invasive procedures. Different microorganisms such as bacteria,
fungi and viruses cause infections in hospitals. The P. aeruginosa,
gram-negative aerobic, non-fermenting, has received special attention
to the frequency which is related to disease in patients with
compromised immune systems, especially multidrug-resistant strains.
The irrational use of antibiotics is directly associated with increased
incidence of multidrug-resistant bacteria and the consequent increased
costs of hospitalization. Among the main factors responsible for
inappropriate use of antimicrobial us are: the lack of infectious
diseases, the uncertainty of diagnosis and lack of awareness of the
severity of bacterial resistance. Remember that the problem of
multidrug resistance is a threat not only to society, but particularly the
pharmaceutical industry, which is no therapeutic response thus
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concludes that it is extremely important information about the etiologic
agent and its susceptibility to antimicrobials. Such information may
prevent the indiscriminate use of antibiotics and consequently the
emergence of multidrug-resistant strains.

Keywords
Pseudomonas aeruginosa; ICU; Multidrug resistance
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Estreptococos B-hemoliticos do grupo B em gestantes
Streptococcal beta-hemolytic group B in pregnant women
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INTRODUCAO

Resumo

O estreptococos do grupo B é o agente mais frequente de infec¢gdes neonatais, sendo
possivel a sua prevengéo. Para isso realiza-se a coleta dos locais especificos (regido
vaginal e retal) onde possa estar colonizado, semeia-se o material em meios préprios e
que propiciem os nutrientes necessarios para a bactéria crescer e observa-se a reagéo ao
corante de Gram apds esfregaco em lamina e posterior coloragdo. Os cocos Gram positi-
vos geralmente possuem uma parede celular relativamente espessa na qual o corante age
e retém o cristal violeta, permitindo que a bactéria, ao ser observada ao microscépio com
objetiva de 100x, apresente-se de coloragao roxa. Dentre as provas bioquimicas utilizadas
para identificacdo desses estreptococos esta a prova do CAMP. Este teste é realizado
semeando-se, em meio de agar sangue, a amostra a ser testada perpendicularmente a
uma amostra de Staphylococcus aureus produtora de B-hemdlise. Os Streptococcus do
grupo B (Streptococcus agalactiae) sdo aqueles que apresentam prova do CAMP + (posi-
tiva), isto é, aqueles que formam uma area de hemdlise tipica em forma de ponta de seta.
Uma série de bactérias esta presente no nosso organismo sem, no entanto, trazer algum
distarbio. Porém, em algumas situagdes, a sua presenga pode ocasionar consequéncias
sérias. Este é o caso dos estreptococos f3-hemoliticos grupo B nas gestantes, cuja pre-
senga, na hora do parto, pode causar doengas perinatais e também complicagdes durante
o periodo neonatal. Estes organismos podem colonizar a vagina e o reto de mulheres
gravidas, sendo algumas assintomaticas. O recém-nascido é colonizado por transmisséo
vertical, seja no Utero ou durante o parto, a partir da mée portadora, podendo também ser
colonizado por exposi¢do nosocomial apés o nascimento. O espectro da doenga inclui
bacteremia, pneumonia, meningite, choque séptico e neutropenia.

Palavras-chave
Streptococcus do grupo B; Recém-nascidos; Gestantes

parte da flora normal vaginal de 5% a 25% das mulheres,
fazendo parte também da flora gastrointestinal.®4

Os lactobacilos fazem parte da microbiota normal da
regido vaginal. Este fato cria um mecanismo de defesa
contra o crescimento e desenvolvimento de alguns tipos de
patoégenos. No periodo gestacional, no entanto, pode acon-
tecer desequilibrio nesta flora, o que favorece o desenvol-
vimento de microrganismos associados a complicagées.("

O periodo considerado como periodo neonatal esten-
de-se do nascimento até o 28° dia de vida completos, peri-
odo este considerado com maior probabilidade de morte
devido a infecgdes, asfixia e prematuridade.?

Os estreptococos sé@o cocos (bactérias em formato
esférico) aos pares ou em cadeias e que possuem colora-
¢do roxa ao método de coloracdo de Gram. Isto acontece
devido a composicéo da parede celular dessas bactérias.
Vale ressaltar que os estreptococos do grupo B fazem

Estudos verificaram que o indice de problemas peri-
natais e neonatais aumentaram muito, havendo, como
consequéncia, a necessidade da pesquisa dessa bacté-
ria nas 35 a 37 semanas de gestacdo, com o objetivo de
uma profilaxia adequada para impossibilitar a transferén-
cia e colonizagéo desses estreptococos para os recém-
nascidos.(9

Rebecca Lancefield realizou um trabalho onde clas-
sificou os estreptococos 3 hemoliticos segundo um siste-
ma de agrupamento. A base do trabalho realizado por
Lancefield tem a classificacdo dos estreptococos de acor-
do com a deteccédo de antigenos presentes na superficie
da parede celular dessas bactérias, tendo como objetivo a
extragdo enzimatica e a aglutinacdo com particulas de
latex.?)
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No entanto, a classificagdo geral para posterior iden-
tificacao dos estreptococos, é feita de acordo com o tipo
de hemoélise que esta bactéria produz no meio de cultura
agar sangue. Sao classificados como gama-hemoliticos
quando a bactéria ndo possui nenhuma capacidade de
hemolisar o meio; sendo alfa-hemoliticos quando possuem
uma capacidade parcial de hemolisar o meio e beta-
hemoliticos quando possuem capacidade de provocar lise
total das hemacias ao redor das coldnias e que é o objeto
de estudo deste trabalho.®

Os Streptococcus agalactiae estdo classificados
como uma das espécies bacterianas que possuem o
antigeno do grupo B, sendo de grande importancia por ser
a causadora de muitas das septicemias, pneumonias e
meningites em recém-nascidos e também por aumentar a
chance de partos prematuros. A colonizagao por esta bac-
téria com consequéncia a algum tipo de patologia pode
ser classificada de duas formas: doenga de inicio precoce
e a doenca de inicio tardio. Os estreptococos 3- hemoliticos
foram apontados como causadores de grande morbi-
mortalidade nos Estados Unidos nos anos 70. Na década
de 80, estudos demostraram que o uso de antibioticoterapia
durante o parto prevenia a transmisséo dos estreptococos
B-hemoliticos para os recém-nascidos. Desde entédo, mais
estudos foram realizados no intuito de diminuir a taxa de
transmisséo desta bactéria.®'0

Uma das técnicas utilizadas para isolar com maior
probabilidade os estreptococos [3- hemoliticos do grupo
B, em amostra onde se pode ter uma flora mista, é o uso
de um caldo chamado Todd Hewitt. O meio atualmente
utilizado sofreu modificagdo do meio original, pois es-
tes, pela fermentacéo da glicose utilizada como compos-
to, estimulava o crescimento bacteriano, no entanto le-
vava a destruicdo das hemolisinas pelo acido produzido
durante a reacdo. Desta forma, o meio atualmente utili-
zado é tamponado com bicarbonato de sédio e fosfato
de s6dio.”

MATERIAL E METODOS

Revisdo bibliografica, com levantamento de dados
que relatam a importancia na detecgdo precoce do
Streptococcus agalactiae em gestantes e abordagem des-
de o metabolismo e patogenicidade da bactéria até o seu
diagnostico para profilaxia e tratamento adequado.

DISCUSSAO

Os estreptococos estao classificados dentro da fami-
lia Streptococcaceae. Séo bactérias Gram positivas e pos-
suem areacao a prova da catalase negativa devido ao fato
de ndo apresentarem enzimas citocrémicas em sua pare-
de celular. Ou seja, ndo possuem a enzima intracelular en-
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contrada na maioria dos organismos que decompdem o
peréxido de hidrogénio.("

Sao bactérias anaerébicas facultativas, no entanto
algumas cepas desenvolvem-se melhor em anaerobiose e
com atmosfera de dioxido de carbano (crescimento
captonofilico). As bactérias do género Streptococcus foram
classificadas, por Sherman, em1937, em quatro grupos:
piogénicos, viridans, lacti e enterococci, sendo que o
Streptococcus agalactiae ficou classificado no grupo B dos
piogénicos.("?

Até o presente momento sdo aceitos varios tipos de
classificacdo com base na aplicacéo de técnicas genéti-
cas, como a hibridizagdo DNA-DNA, hibridizagdo DNA-RNA
ribossdmico e sequenciamento da subunidade 165 do RNA
ribossémico.?

Os estreptococos do grupo B possuem ainda como
caracteristica fisioldgica a resisténcia aos antibiéticos
bacitracina e sulfametaxazol-trimetropim, incapacidade de
crescer em meio que possua a presenca de bile e é a uni-
ca espécie entre os estreptococos capaz de produzir o fa-
tor CAMP.("¥

A grande parte das bactérias de importancia médica
é classificada como homo fermentadoras ou seja bactéri-
as que possuem o acido latico como unico produto no pro-
cesso de fermentacéo da glicose.?

Essas bactérias possuem também reacédo negativa
a oxidase, que se refere a um teste baseado na producéao
intracelular da enzima oxidase pela bactéria. Possuem tam-
bém na composicéo da parede celular a primeira camada
de glicopeptideo (carboidratos, acido teicoico, lipopro-
teinas e proteinas antigénicas de superficie). Este ultimo
foi utilizado no trabalho de Rebecca Lancefield para clas-
sificacao sorolégica com base nos carboidratos encontra-
dos, onde se realiza extragdo enzimatica e aglutinagdo ou
coaglutinagao em particulas de latex.”

Os estreptococos do grupo B possuem um antigeno
de agrupamento, ou seja, um polissacarideo especifico da
superficie celular e um antigeno proteico." Essas bactéri-
as possuem necessidades nutricionais complexas, sendo
necessarios meios enriquecidos com sangue ou soro para
o seu desenvolvimento.('"

A classificagdo mais utilizada esta na capacidade
destas bactérias provocarem hemoélise ou lise (morte celu-
lar) em eritrécitos de meios de cultura contendo sangue,
podendo ser a-hemoliticos (hemolise parcial), B-hemo-
liticos (hemolise total) e y- hemoliticos (sem producéo de
hemolise).("

Os estreptococos do grupo B, agalactiae, tornaram-se
bem conhecidos devido ao fato de causarem sepse, pneu-
monia e meningite em criangas, podendo também ser a cau-
sa de doencas graves em adultos. Este microrganismo pode
ser causador de partos prematuros e, consequentemente,
criangas prematuras com maior risco de contrair doengas.
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Em gestantes, os EGB podem provocar infec¢do do
trato urinario, amnionite,endometrite e bacteremia.('®

Desde o periodo da menarca até a menopausa, exis-
te na microbiota normal da vagina uma grande quantida-
de de lactobacilos, isto se deve a influéncia hormonal, prin-
cipalmente o estrégeno, o que aumenta a quantidade de
glicogénio no epitélio vaginal e propicia a formacao de
acido latico através da metabolizacdo do glicogénio pe-
los lactobacilos. Isto gera um aumento da acidez vaginal
(aproximadamente um ph entre 4,4 a 4,6), o que dificulta
o estabelecimento de microrganismos patogénicos na
regido. (4

Os EGB séo bactérias que fazem parte da flora nor-
mal de membranas mucosas nos seres humanos, coloni-
zando com maior frequéncia o trato gastrointestinal e
geniturinario.?®

A composicdo da parede celular dessas bactérias
(camada espessa de peptidioglicanos) permite que estas
sobrevivam em superficies secas. Os antigenos de superfi-
cies (polissacarideos capsulares) inibem a fagocitose, nao
permitindo que os microrganismos sejam englobados ou
"digeridos" pelas células do sistema imunolégico. Existe
uma deficiéncia de anticorpos contra estes antigenos, cha-
mada tipo-especifico, o que auxilia no desenvolvimento de
doengas. A enzima hidrolitica produzida facilita a destrui-
¢do tecidual e a disseminagao destas bactérias.("™

Na classificagdo de Lancefield, os EGB séo classifi-
cados em diferentes sorotipos, e a enzima hidrolitica pro-
duzida facilita a destruigcéo tecidual e a disseminacéo des-
tas bactérias, sendo que 60% dos isolados de septicemia
neonatal e 80% de infec¢des provenientes de lactentes com
meningite pertencem ao tipo Il da EGB, o que sugere que
este grupo tenha maior viruléncia.”

A estrutura deste tipo é composta de N-acetil-
neuraminico (acido sialico), o que provavelmente inibe a
ativacdo do sistema complemento evitando assim a
fagocitose.?

Uma série de fatores de risco esta associada as in-
fecgdes neonatais. Desses fatores, a colonizag@o mater-
na no momento do parto é de maior importancia.(*®

A colonizacgéo neonatal pela EGB pode ocorrer du-
rante o trabalho de parto, por transmisséao vertical, ou por
via ascendente, através de membranas integras ou rotas.
Pode ocorrer pelo contato do microrganismo com tecidos
fetais ou por aspiracéo de secrec¢des vaginais pelo feto;
50% dos recém-nascidos podem ser colonizados se as
maes forem colonizadas, independente da via do parto.
Desta taxa, 2% dos recém-nascidos se tornam infec-
tados.(29

A colonizagéao assintomatica nas gestantes contribui
para o quadro epidemiolégico, estando os neonatos com
mais risco de infeccdo se ocorrer ruptura prematura das
membranas, se o parto for prolongado, se houver nasci-
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mento prematuro ou se a mae tiver a doenca pelo EGB
disseminada, estando sem anticorpos tipo-especifico e com
baixos niveis de complemento.""

Doenca neonatal de inicio precoce

Esta doenca esta associada com a aquisi¢éo da bac-
téria no Utero ou durante o periodo perinatal. A infecgédo é
adquirida de forma ascendente no utero antes do parto,
através das membranas fetais rompidas ou durante o par-
to. A doenga ocorre nos primeiros cinco dias de vida.?”

A doenca de inicio precoce é caracterizada por
bacteremia, pneumonia ou meningite. A taxa de mortalida-
de diminui com um diagnéstico rapido e tratamento. No
entanto, algumas criangas podem apresentar sequelas neu-
rolégicas decorrentes da meningite.("

Doencga neonatal de inicio tardio

A doenca acontece em média de trés a quatro sema-
nas apds o nascimento, sendo adquirida através de uma
fonte ex6gena, como, por exemplo, de pessoas que cui-
dam da criang¢a ou do ambiente hospitalar.”'” A manifesta-
¢do mais grave é a bacteremia associada a meningite,
sendo a doenga que predomina neste periodo; a taxa de
mortalidade é maior do que na doenca de inicio precoce
devido aos comprometimentos neurolégicos.'

DIAGNOSTICO CLIiNICO

No trato genital feminino pode ser encontrada uma
ampla variedade de agentes bacterianos, fungicos, para-
sitarios e virais que podem ocasionar uma série de doen-
¢as, podendo ser assintomaticos e passarem despercebi-
dos pela paciente. Os estreptococos do grupo B podem
ser encontrados em mulheres, como sapréfita da vagina,
por isto a importancia do diagnéstico entre a 35 e a 372
semanas de gestagdo.®

Um trabalho desenvolvido entre 2002 e 2003 por
Beraldo e colaboradores relata a importancia da coleta de
secregdes na regido vaginal e anorretal com maior proba-
bilidade de diagnéstico. A pesquisa relata que foi detecta-
da uma porcentagem de pacientes com positividade em
apenas um dos locais de coleta da amostra, mostrando que
a paciente esta colonizada independente do local.("

De uma forma geral, as amostras solicitadas pelos
médicos e coletadas pelo laboratério, durante a gestacéo,
sd@o muito importantes para prognosticar se a paciente apre-
senta colonizagao vaginal por esta bactéria.”)

DIAGNOSTICO LABORATORIAL
O diagnéstico laboratorial é feito em correlagdo com

a suspeita clinica, dai a importancia da prescrigéo ou pe-
dido correto do médico entre a 352 e a 372 semanas de
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gestacdo. A coleta do EGB deve ser feita em nivel
ambulatorial, sem uso de espéculo, coletando uma amos-
tra do introito vaginal e da regido anal. Pode-se usar o
mesmo swab na frequéncia vagina-anus ou dois swabs
separados.®

Apos a coleta, o swab deve ser inoculado em caldo
Todd-Hewitt, que contém uma associagao de gentamicina
8 ng/ml e acido nalidixo 15 png/ml. A associagéo destes an-
tibiéticos ao meio inibe a flora local e permite o isolamento
do EGB. Posteriormente, estriar a amostra em meio de
cultura e incubar por 18 a 24 horas a uma temperatura de
35°+ 2°C em ambiente com 5% de CO,,.®)

Apos este periodo, inspecionar as placas e verificar
as coldnias suspeitas ou sugestivas com hemolise ou ndo
e prosseguir com a identificagdo.'®

A utilizagdo de meio de cultura seletivo contendo an-
tibiotico (Todd Hewitt) aumenta a probabilidade de
deteccao do EGB quando comparado ao meio de cultura
néao seletivo."®

Deteccao de antigeno

Este método é realizado por meio da aglutinagdo com
latex. O intuito é detectar o antigeno-especifico existente
na parede celular dos estreptococos pela classificacao
sorolégica dos estreptococos de origem humana desen-
volvido por Rebecca Lancefield.')

Testes baseados em Acidos Nucleicos

Recentemente tem sido usada técnica de PCR para
a triagem das mulheres gravidas. O uso desta técnica de-
monstra uma sensibilidade de 97% e especificidade de
100%, dando um resultado rapido o que facilita a pesquisa
em mulheres em trabalho de parto. Esta técnica de identifi-
cacao ainda esta sendo aprimorada.®

Esfregacos diretos corados pelo GRAM

Os esfregacos preparados a partir de cultivos de
estreptococos demonstram cocos Gram positivos aos pa-
res ou em cadeias.”

Prova da catalase

A catalase é uma enzima que decompde o peréxido
de hidrogénio utilizado na reagéo, em agua e oxigénio, re-
sultando na formacéo de bolhas, o que indica positividade
do teste. No caso do estreptococos, isto ndo acontece, pois
os mesmos reagem de forma negativa a prova de catalase,
o que os difere dos estafilococos.("®

Bacitracina e Sulfametoxazol-Trimetropim

A bactéria é semeada em meio de cultura (Mueller
Hinton Sangue) com o auxilio de um swab e disposto 1 dis-
co de bacitracina e 1 disco de sulfametoxazol-trimetropim;
os EGB apresentam resisténcia a estas drogas.”
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Prova do CAMP

Considerada como identificagdo preliminar em amos-
tras isoladas, a prova de CAMP é realizada utilizando-se
uma cepa produtora de -hemolisina (ATCC 25923). Como
algumas outras bactérias podem ter a prova de CAMP po-
sitiva, geralmente realiza-se o teste da bacitracina e
sulfametoxazol-trimetropim na mesma placa.”

O fator CAMP é uma proteina termostavel que inten-
sifica a lise das hemaceas produzidas pela beta-lisina do
Staphylococcus aureus, resultando em uma zona de
hemolise em forma de seta.("®

Hidrolise de Hipurato de Sédio

Nesta prova, o microrganismo é semeado em caldo
contendo Hipurato de Sé6dio e incubado de 18 a 24 horas a
uma temperatura de 35°C. Apos este periodo deve-se
centrifugar o caldo e separar o sobrenadante, adicionan-
do-se a este 0,8 mL de cloreto férrico. Apos a adicao deste
reagente, ira formar um precipitado que deve permanecer
por mais de dez minutos, indicando a presenca de acido
benzoico e, portanto, positividade do teste.”

Caldo Granada

Meio de cultura diferencial utilizado para isolamento
e identificacdo de EGB apos inoculagéo e incubacgéo da
amostra por 18 a 24 horas a 35° + 2°C. O meio detecta o
Granadaene, um pigmento poliénico vermelho, que permi-
te a diferenciacdo do EGB de outras bactérias. Qualquer
intensidade de pigmentacéo para cor laranja indica
positividade do teste.??

PROFILAXIA E TRATAMENTO

Em 2002, a CDC publicou um protocolo que preconi-
za a profilaxia com uso de antibi6éticos em gestantes porta-
doras assintomaticas de EGB ou em presenca de fatores
de risco.("®

Existem duas estratégias para indicacao de profilaxia
com drogas antimicrobianas: a primeira usando como base
o grupo de risco (trabalho de parto inferior a 37 semanas
de gestacao, febre intraparto, ruptura da membrana
amniética superior a 18 horas); a segunda usando como
base a cultura coletada no final da gestacéao, semelhante a
casos da presenca da bactéria em gestagdes anteriores.?

Os estreptococos do grupo B apresentam sensibili-
dade a penicilina, fazendo com que esta seja a droga de
escolha no tratamento de pacientes portadores. Porém,
algumas cepas tém apresentado tolerancia a esta droga,
ou seja, possuem poder inibidor mas ndo matam o mi-
crorganismo. Por este motivo, a droga tem sido usada em
combinag@o com um aminoglicosideo.(

Uma outra droga, a vancomicina, tem sido usada
para pacientes que apresentam alergia a penicilina, ja que

23



Campos RC, Lima GAFM, Eliane Picolli E

outras drogas, como eritromicina e tetraciclina, tém apre-
sentado resisténcias.(""

De acordo com o CDC 2002 (Centers for Disease
Control and Prevention), a penicilina G é recomendada em
5 milhdes de unidades, como dose de ataque e 2,5 mi-
Ihdes de unidades a cada 4 horas até o parto. Uma outra
alternativa é a ampicilina 2 g na dose de ataque e 1 g a
cada 4 horas até o parto.?

Em pacientes alérgicas a esta droga recomenda-se
900 mg de clindamicina endovenosa a cada 8 horas até o
parto ou 500 mg de eritromicina endovenosa a cada 6 ho-
ras até o parto quando a paciente for considerada de alto
risco (hipersensibilidade, angioedema, urticaria e asma),
ou utilizar cefazolina 2 g como dose de ataque e 1 ga cada
8 horas até o parto para pacientes com baixo risco. Caso a
paciente seja alérgica ou de alto risco, ou que apresente
resisténcia as drogas citadas, a vancomicina na dose de
1 g a cada 12 horas até o parto é recomendada.?®

CONCLUSOES

A cultura em meio agar sangue ainda é considerada
o melhor teste bacteriolégico para detecgcdo dos
estreptococos pB-hemoliticos.

Testes simples como coloragéo de Gram e prova da
catalase devem ser feitos para verificar a morfologia e des-
cartar outro género de bactéria como os estafilococos, por
exemplo, que podem ser produtores de (-lisina. Posterior-
mente, testes bioquimicos ou de aglutinagéo do latex defi-
nem o sorogrupo ao qual a bactéria pertence.

A utilizacdo de um meio de cultura seletivo aumenta
significativamente a probabilidade de isolamento do EGB.

A grande maioria dos casos de sepse em RN ocor-
rem em consequéncia de maes que nao receberam con-
duta intraparto corretamente e que ndo foram submetidas
a rastreio bacteriolégico ou o fizeram antes da 352semana
de gestacéo.

Nos casos de septicemia nos recém-nascidos, é
necessario associar dados clinicos e microbiolégicos, o que
inclui queda de estado geral (hipotermia, ou hipertemia),
hiperglicemia, apneia, insuficiéncia respiratoria, choque e
sangramento. Estes dados devem ser complementados
com exames laboratoriais como Hemograma, nivel de
Plaquetas, Proteina C Reativa, Hemocultivo e Cultura do
Liquor.

As infeccdes em criangas acontecem em 75% de for-
ma precoce, manifestando-se na primeira semana de vida,
em geral antes das 72 horas.

Pode ocorrer, mais raramente, a infec¢ao in utero,
por este motivo a cesariana néo é recomendada como
preventivo.

Quando se tem uma pesquisa positiva ou negativa
desta bactéria no inicio da gravidez, ndo é garantia que ao
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final da gestacao a paciente possa estar na mesma condi-
¢ao.

Em paises que adotaram como medida profilatica a
pesquisa de Streptococcus agalactiae e o uso de antibiéti-
cos intraparto, verificou-se um decréscimo significativo de
doengas em consequéncia desta bactéria.

O uso de profilaxia antimicrobiana intraparto tem re-
duzido em até 70% doencas neonatais pelo Streptococcus
agalactiae nos EUA.

No Brasil, a pesquisa do EGB em gestantes nédo faz
parte do protocolo de acompanhamento pré-natal. (Minis-
tério da Saude, 2005). Esse trabalho fica na maioria das
vezes vinculado a servigos universitarios de assisténcia
materna.

Abstract

The Group B Streptococcus is the most frequent agent of neonatal
infections, and possible prevention. To do this takes place the collection
of specific sites (rectal and vaginal area) where it may be colonized,
the material is sown in its own and that provide the nutrients needed to
grow the bacteria and observe the reaction to Gram stain after smear
slide and subsequent staining. The Gram-positive cocci usually have
a relatively thick cell wall in which the acts and retains the dye crystal
violet, allowing the bacteria to be observed under the microscope with
a 100X lens is present purple color. Among the biochemical tests
used for identification of streptococci, is proof of CAMP, this test is
performed sowing themselves in blood-agar, the sample to be tested
perpendicularly to a sample of Staphylococcus aureus producing beta-
hemolysis. The Group B Streptococcus (Streptococcus agalactiae) are
those that have come from the field + (positive), ie those that form an
area of typical hemolytic-shaped arrowhead. A number of bactetia are
presentin our body without, however, bring some disorder. However, in
some cases their presence may lead to serious consequences. This
is the case of f-hemolytic streptococcus group B in pregnant women,
their presence at the time of delivery, and perinatal diseases can also
cause complications during the neonatal period. These organisms can
colonize the vagina and rectum of pregnant women, and some are
asymptomatic. The newborn is colonized by vertical transmission, either
in utero or during delivery from the carrier mother. It can also be
colonized by nosocomial exposure after birth. The spectrum of disease
includes bacteremia, pneumonia, meningitis, septic shock and
neutropenia.
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Group B Streptococcus; Newborns; Pregnant women
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Resumo

O principal mecanismo de resisténcia emergente entre enterobacteriaceae é a produgéo
de B-lactamases de espectro estendido (ESBL), enzimas capazes de hidrolisar
cefalosporinas-de-amplo-espectro, que sdo amplamente utilizadas na terapia antimi-
crobiana de infecgbes por enterobactérias. Embora a resisténcia a esses agentes apre-
sente grande variabilidade geografica, os indices de resisténcia séo elevados em diversos
paises. Um estudo observacional, transversal, descritivo e retrospectivo foi desenvolvido
para avaliar a frequéncia de ESBL entre cepas de enterobacteriaceae obtidas no Hospital
Séo Vicente de Paulo, em Passo Fundo, RS, Brasil. A produgéao de ESBL foi observada
em 24,8% (n = 208/838) dos isolados avaliados. Isolados de Eschericha coli representa-
ram 52,8% (n = 110/208) do percentual de produtores de ESBL, seguido de espécies de
Enterobacter 30,3 % (n = 63/208). A sensibilidade desses isolados ao meropenem foi de
91,4% e a piperacilina/tazobactam de 67,4%. Os indices de ESBL encontrados confir-
mam a preocupagao mundial com este mecanismo de resisténcia.

Palavras-chave
ESBL; Enterobactérias; Resisténcia bacteriana; Estudo transversal

INTRODUCAO

A produgéo de B-lactamases de Espectro Estendido
(ESBLs) é um importante mecanismo de resisténcia em
enterobactérias. O tratamento de infec¢des causadas por
cepas produtoras de ESBL oferece um substancial desa-
fio a terapia antimicrobiana, pois as ESBLs sdo capazes
de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas as gera-
¢des e monobactamicos, minimizando as opgées terapéu-
ticas. Somente alguns antibioticos p-lactamicos conservam
sua atividade frente a cepas produtoras de ESBLs.(" Alia-
do a isso, o uso continuo e muitas vezes inadequado de
agentes antimicrobianos pode induzir a selecéo de cepas
multirresistentes.®

As ESBLs estéo frequentemente associadas a infec-
¢des urinarias, pneumonias, septicemias, bacteremias,
meningites entre outras iniimeras infec¢des.®® Os princi-
pais géneros produtores de ESBLs, dentre as entero-
bactérias, sdo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus sp., Providencia sp. e Enterobacter sp.® Entero-

bactérias produtoras de ESBLs estdo amplamente disse-
minadas, ja tendo sido reportadas na Franca, Estados
Unidos, Reino Unido, Grécia, Holanda, Hungria, Portu-
gal, Bolivia, Peru, Brasil, entre outros.®'3)

Atualmente, existem mais de 150 variantes conhe-
cidas de ESBLs, as quais tém causado grande preocupacgéo
entre microbiologistas e infectologistas.' A maioria das
ESBLs atualmente conhecidas s&o oriundas das mais an-
tigas p-lactamases tipo TEM-1, TEM-2, e SHV-1,("® as quais
diferem dos seus progenitores por poucos aminoacidos.
Nessa escala evolutiva, podem-se encontrar denominagées
como SHV-2, OXA-10, PER-1, PER-2, VEB-1, CTX-M en-
tre outras.('46)

O monitoramento da ocorréncia de cepas produtoras
de ESBL em enterobactérias de interesse clinico contribui
para delinear a amplitude do problema e para definir op-
¢Oes de tratamento e medidas de contengéo adequadas.!'”
Como muito pouco é conhecido sobre a ocorréncia de ce-
pas produtoras de ESBLs em Passo Fundo, RS, o objetivo
deste estudo foi avaliar a ocorréncia de ESBLs em isola-

'Biéloga.

2| aboratério de Anélises Clinicas do Hospital Sdo Vicente de Paulo (HSVP) e Laboratério SANI, Passo Fundo, RS, Brasil.
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dos clinicos de enterobactérias no Hospital Séo Vicente
de Paulo (HSVP), bem como avaliar o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos na presenca dessas enzimas.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Anali-
ses Clinicas do Hospital Sao Vicente de Paulo (HSVP) em
Passo Fundo, RS, Brasil. Este hospital possui 560 leitos e
101 leitos de apoio e uma area construida de 45.000 m?,
realizando cerca de 28.000 interna¢des ao ano.

Delineamento do estudo e coleta de dados

Realizou-se um estudo retrospectivo observacional
transversal que incluiu os pacientes internados no HSVP e
cujas culturas bacterianas foram realizadas no periodo de
agosto a dezembro de 2007. Foram coletados dados
demograficos como sexo, unidade de internacdo hos-
pitalar, nimero de registro laboratorial do paciente e da-
dos referentes ao paciente, como tipo de amostra biolégi-
ca, identificacéo bacteriana e antibiograma. Os dados dos
pacientes com culturas positivas para enterobactérias pro-
dutoras de ESBL foram avaliados. Os dados foram cole-
tados por meio do sistema interno de computadores do
HSVP no Laboratério de Andlises Clinicas. Este trabalho
foi aprovado pela Comissédo de Projetos, pela Comisséo
de Etica e pela Comissdo de Controle de Infecgdo Hospi-
talar do Hospital Sao Vicente de Paulo.

Identificacdo de cepas, antibiograma e triagem

fenotipica da producido de ESBL

As amostras biol6gicas foram identificadas por meio
da coloracdo de Gram e algumas provas como fermen-
tacdo de glicose, sacarose e lactose, motilidade, produ-
¢ao de H,S, gas, indol e, quando necessario, a identifica-
cao foi confirmada pelo painel de Gram negativos do Auto-
Scan-4 (Dade Microscan, Inc., Sacramento, CA, USA). O
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi deter-
minado pela metodologia de disco-difusdo, de acordo com
as normas do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI). A triagem fenotipica para produgcado de ESBL foi
realizada pela técnica de disco aproximacgédo também
segundo as normas do CLSI.("®

Analise Estatistica

Sobre as culturas positivas, calculou-se a frequéncia
de infecgbes causadas por enterobactérias. Dentre as cul-
turas positivas para enterobactérias, o percentual de ce-
pas produtoras de ESBL foi calculado. Os dados das cultu-
ras positivas e cepas produtoras de ESBL foram compa-
rados com o tipo de amostra biolégica, o perfil de susce-
tibilidade aos antimicrobianos testados e a dados
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demograficos, como sexo e unidade de internacdo. A ana-
lise comparativa entre a presenca de ESBL e as diferentes
caracteristicas avaliadas foi realizada com o teste Exato
de Fisher. Para avaliar a relagéo entre infec¢édo por cepas
produtoras de ESBL e as diferentes espécies bacterianas,
tipos de amostra biolégica e unidades de internacéo foi
realizada uma analise univariada (Mantel-Haenszel
Common Odds Ratio Estimate); a razao de chances (ODs)
e 95% de intervalo de confianga (Cl) sdo reportados. Aana-
lise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SPSS
(versao 11.0); p<0,05 foi considerado estatisticamente
significante.

RESULTADOS

Foram analisadas durante o periodo de estudo 4.888
culturas. O percentual de culturas positivas foi de 31,6%
(n = 1.546/4.888). Dentre essas, 54,2% (n = 838/1.546)
foram identificadas como enterobactérias. Dentre as cultu-
ras positivas identificadas como enterobactérias, 24,8%
(n=208/838) dos isolados apresentaram teste de triagem
positivo para producédo de ESBL. Dentre os isolados pro-
dutores de ESBL, Escherichia coli foi a espécie prevalente,
com 52,8% (n = 110), seguida de Enterobacter sp., com
30,3% (n=63) (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais géneros de enterobactérias encontrados entre
os isolados produtores de ESBL do Hospital Sdo Vicente de Paulo
(n = 208)

Enterobactérias Produgao de ESBL (%)
Escherichia coli 110 (52,8)
Enterobacter sp. 63 (30,3)
Proteus mirabilis 12 (5,8)
Serratia sp. 7(3,4)
Klebsiella sp. 5(24)
Proteus sp. 4(1,9
Citrobacter sp. 3(1,4)
Edwardisiella sp. 1(0,5)
Proteus vulgaris 1(0,5)
Providencia sp. 1(0,5)

Os isolados produtores de ESBL foram recuperados
principalmente de amostras de urina (n = 79), secrecao
traqueal (n=23), aspirado traqueal (n = 17), escarro (n=16).
Outros tipos de amostras biolégicas, como cateteres, fe-
zes, lavados e aspirados bronquicos, ocorreram em menor
frequéncia. Ao todo, ocorreram 129 casos de cultura posi-
tiva com producgéo de ESBL em pacientes do sexo mascu-
lino e 79 em pacientes do sexo feminino.

Foi observada uma variagéo nos indices de culturas
positivas produtoras de ESBLs nos diferentes setores hos-
pitalares, sendo que o maior indice identificado ocorreu no
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Centro de Terapia Intensiva Central (CTI-C) com 36 isola-
dos, seguido do Posto 7 (P.07) com 33 pacientes infectados
e Centro de Cuidados Intensivos de Enfermagem (CCIE)
com 16 casos constatados. Outros setores também apre-
sentaram culturas positivas com produgéo de ESBLs, po-
rém em menor nimero.

Na analise univariada, os seguintes géneros bacte-
rianos apresentaram relagdo com produgéo de ESBL:
E. coli, Enterobacter sp., E. coli sacarose negativa e
Serratia sp. (p<0,095). Isolados do género Enterobacter sp.
apresentaram 8,43 vezes maior chance de serem produto-
res de ESBL, sendo que 49,6% de Enterobacter sp. foram
produtores de ESBL. Dentre as diferentes amostras biolo-
gicas avaliadas, escarro, urina, fezes, secrecao traqueal e
liquido abdominal apresentaram significancia estatistica
(p<0,095), sendo que infecgdes de liquido abdominal, se-
crecao traqueal e urina apresentaram respectivamente 2,72,
2,35 e 1,9 maior chance de serem causadas por um isola-
do produtor de ESBL. Dentre todas as culturas positivas
de liquido abdominal, 29,6% foram causadas por cepas pro-
dutoras de ESBL. Dentre as diferentes unidades de
internacao que apresentaram relacgéo significativa com pre-
senca de ESBLs, os postos de enfermagem P.07 e P.06
apresentaram chances 2,39 e 2,13 vezes maiores de in-
fecgdes por isolados produtores de ESBL (Tabela 2). Os
dados apresentados na Tabela 2 apresentaram p<0,05 e
foram considerados estatisticamente significativos.

Conforme esperado, 100% das cepas isoladas
como produtoras de ESBL foram resistentes a todas as
cefalosporinas e aztreonam. Foram observados 71,6%

Tabela 2 - Andlise univariada para varidveis associadas com
infecgdo por isolados produtores de ESBL

Variaveis analisadas oD %
(95% ClI)

Enterobactéria E. coli 2,23 (1,66-3,00) 20,7
Enterobacter sp. 8,43 (6,73-12.4) 49,6
E. coli sacarose 1,99 (1,07-3,68) 23,3

negativa
Serratia sp. 2,73 (1,18-6,31) 29,6
Amostra Escarro 0,45 (0,06-0,76) 7,2
Bioldgica Urina 1,90 (1,40-2,58) 19,8
Fezes 0,26 (0,12- 0,56) 43
Secregao traqueal 2,35 (1,43-2,87) 25,8
Lavado brénquico 0,17 (0,02-1,22) 2,6
Liquido abdominal 2,72 (1,18-6,31) 29,6
Unidade de Emergéncia 0,38 (0,21-0,70) 6,2
Internagéao Posto 07 2,39 (1,56-3,65) 25,6
CTI-Central 1,78 (1,20-2,65) 20,6
CTl-Pediatricoe 0,15 (0,02-1,07) 23

Neo-natal
Posto 01 0,22 (0,54-0,92) 3,5
Posto 06 2,13(1,22-3,69) 243
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de resisténcia a sulfametoxazol/trimetoprim e 32,6% de
resisténcia a piperacilina/tazobactam, indicando a
possibilidade da presenca de outro mecanismo de resis-
téncia, além de ESBLs. Néao foi observada resisténcia a
tigeciclina (Figura 1).

Antimicrobianos

0 20 40 60 80 100 120

Resisténcia (%)

Figura 1. Perfil de resisténcia dos isolados produtores de ESBL.
ATM (30 ng), aztreonam; CPM (30 pg), cefepime; TGC (15 ug),
tigeciclina; PIT (110 ug), piperacilina/tazobactam; SUT (25 ug),
sulfametoxazol/trimetoprim; CIP (05 ug), ciprofloxacina;, MER
(10 ng), meropenem; CAZ (30 ug), ceftazidima; GEN (10 ug),
gentamicina; ETP (10 wg), ertapenem;, CRO (30 wg), ceftriaxona;
AMI (30 wug), amicacina.

DISCUSSAO

Métodos de triagem confirmatérios séo rotineiramente
utilizados para deteccdo de ESBLs em E. coli e Klebsiella
sp. Com o aumento da ocorréncia de ESBLs em outras
enterobactérias, é necessario também avaliar a ocorrén-
cia em espécies que nao-E. coli e nao-Klebsiella sp. No
presente estudo, a produgcédo de ESBLs foi detectada em
cinco géneros diferentes de enterobactérias, além de E.
coli e Klebsiella sp., mostrando a disseminacao desse me-
canismo de resisténcia na familia Enferobacteriaceae (Ta-
bela 1). A frequéncia de isolados produtores de ESBL en-
tre as enterobactérias estudadas foi de 24,8 %. indices se-
melhantes foram reportados no Brasil por Mendes e cola-
boradores,!'® que detectaram a presenga de ESBLs em
29% das enterobactérias estudadas. indices de deteccao
fenotipica de ESBLs de 51,4% entre enterobactérias ja fo-
ram reportados por Schawber e colaboradores® em 53
hospitais norte-americanos. A alta frequéncia de ESBLs
encontrada demonstra a importancia de se pesquisar
fenotipicamente a presenga de ESBLs na rotina laboratorial,
inclusive em espécies ndo-E. coli e ndo-Klebsiella sp.

Um estudo realizado no bergario do hospital geral de
Fortaleza, no periodo de julho a dezembro de 2003, apre-
sentou, entre as 225 hemoculturas analisadas neste perio-
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do, 16 positivas para Klebsiella pneumoniae, e, destas,
13 cepas foram produtoras de p-lactamases, representan-
do um percentual de 81,25%."

Como esperado, a espécie E. coli foi a principal pro-
dutora de ESBL entre as enterobactérias avaliadas, re-
presentando 50,2% dos isolados produtores de ESBL.
Dentre as enterobactérias produtoras de ESBL, Entero-
bacter sp. foi responsavel por 30,3%. E sabido que a di-
minuicdo na permeabilidade da bactéria aos antimi-
crobianos e a producgéo de outras B-lactamases induziveis
podem mascarar a presenga de ESBL.®?? Airpin e cola-
boradores®) relataram que 49% dos isolados produtores
de ESBL eram E. aerogenes, seguidos de 21% de K.
pneumoniae e 15% de E. coli. O presente estudo mos-
trou diferenca significativa quanto ao tipo de microrganis-
mo isolado e a produgédo de ESBL (p<0,05). O maior nu-
mero de isolados produtores de ESBL ocorreu entre iso-
lados de E. coli e Enterobacter sp., sendo que, para este
ultimo, a razédo de chances foi de 8,43. Isso significa que,
uma vez que o patégeno é identificado como Enterobacter
sp., ele apresenta 8,43 vezes maior chance de ser produ-
tor de ESBL.

Existem controvérsias a respeito da importancia cli-
nica de se reportar ESBL em espécies produtoras de -
lactamases cromoss6micas induziveis. As cefalosporinas
de terceira geracdo sao consideradas resistentes para
esse grupo. Contudo, cabe a consideracdo de que o
cefepime representa uma opcéo terapéutica para os mi-
crorganismos produtores de AmpC, ao passo que cepas
produtoras de ESBL sé&o resistentes.? No caso do
Proteus mirabilis, a detecgéo é tdo importante como em
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, pois a espé-
cie ndo possui pB-lactamases cromossdmicas conheci-
das,*tendo sido padronizada recentemente pelo CLSI.?®
Além disso, a deteccgéo é epidemiologicamente importan-
te porque o gene de resisténcia esta localizado em
plasmidios facilmente disseminaveis.(™®

Sabe-se que os laboratérios que pesquisam cepas
produtoras de ESBLs na rotina, ao confirmarem a produ-
¢éo desse mecanismo de resisténcia, independente do re-
sultado obtido in vitro, automaticamente liberam os resul-
tados de seus testes de sensibilidade, indicando que a cepa
é resistente a todas as penicilinas, todas as cefalosporinas
e aztreonam.®

A terapia de infec¢des causadas por enterobactérias
produtoras de ESBLs é geralmente dificil, uma vez que es-
ses microrganismos né@o sdao somente resistentes a peni-
cilinas, cefalosporinas e aztreonam, mas sao frequentemen-
te associados a resisténcia a outras classes de antimicro-
bianos.? As enterobactérias produtoras de ESBL avalia-
das no presente estudo mostraram-se bastante suscetiveis
aos carbapenémicos, principalmente o meropenem. Uma
forte associagéo entre producédo de ESBL e resisténcia a
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ciprofloxacina foi observada. Luzzaro e colaboradores('”
relataram isolados com o gene tipo-b/a,,, caracterizados
por resisténcia a ciprofloxacina e gentamicina em mais de
70% dos casos. De maneira geral, os dados do presente
estudo suportam o uso de carbapenémicos como terapia
empirica em casos de infecgdes cronicas ou surtos noso-
comiais. O uso de fluoroquinolonas poderia ser justificado
somente em casos especificos de infecgdes associadas
as ESBLs.

Excluindo os carbapenémicos, amicacina e pipera-
cilina/tazobactam foram os antimicrobianos mais efetivos
in vitro, com suscetibilidades de 60,1% e 67,4%, respecti-
vamente. Luzzaro e colaboradores!"” encontraram perfis de
suscetibilidade semelhantes e, nestes isolados, detecta-
ram o gene tipo-blag,,. Também encontraram espécies de
P mirabilis, P. stuartii e E. coli com os genes tipo bla,,,
bla, , € bla,... Baseado nesses dados, a piperacilina/
tazobactam em monoterapia ou associada a amicacina
pode ser uma opgao util para tratamento de infeccdes
urinarias causadas por microrganismos suscetiveis. Como
sugerido anteriormente, em infec¢ges néo cronicas e situ-
acdes ndo de surto ndo é necessaria a administracdo de
carbapenémicos. Essa medida pode auxiliar a preservar o
valor dessas drogas. Como os isolados multirresistentes e
produtores de ESBL deste estudo apresentaram altos indi-
ces de suscetibilidade a tigeciclina, esta poderia ser utili-
zada como opgéo para o tratamento de infec¢des especifi-
cas. O FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso
da tigeciclina no tratamento de infecgdes complicadas de
pele e estruturas relacionadas e infecgdes intra-abdomi-
nais, e a droga pode ser utilizada em monoterapia para
cobertura empirica de patégenos multirresistentes.” O prin-
cipal argumento contra a expansiva disponibilidade desta
droga é o potencial para o desenvolvimento de cepas re-
sistentes. Além disso, existe uma preocupacédo de que a
disponibilidade nao restrita deste agente possa resultar que
alguns antibiéticos comumente utilizados, como fluoro-
quinolonas, cefalosporinas e carbapenémicos, tornem-se
mais propensos a induzir resisténcia cruzada e causar da-
nos colaterais em pacientes hospitalizados. Embora o fe-
némeno de corresisténcia ndo tenha sido observado até o
momento, o potencial para o desenvolvimento de resistén-
cia a tigeciclina é desconhecido."'%

As diferencas significativas observadas com as di-
ferentes unidades de internagédo ndo mostram relagdo com
um tipo de paciente ou de procedimento médico especifi-
co, podendo ter ocorrido em fungéo da alta taxa de circu-
lacdo de pacientes nos postos de enfermagem avaliados.

CONCLUSAO

Existem altas taxas de cepas produtoras de ESBL
entre as enterobactérias isoladas do HSVP. E. coli e
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Enterobacter sp. sao as de maior preocupacao. A detecgéo
de producado de ESBLs na rotina laboratorial fornece
embasamento que auxilia na selecdo da terapia anti-
microbiana apropriada. Com a disseminacdo de cepas
produtoras de ESBL em hospitais ao redor do mundo, é
necessario conhecer a prevaléncia de producao de ESBL
para desenvolver uma politica de terapia empirica em uni-
dades de alto risco, onde os indices de infecgéo por esses
microrganismos sao elevados. Além disso, o conhecimen-
to do padrédo de resisténcia de cepas em uma area geo-
grafica guia o uso correto e perspicaz de antimicrobianos.
Ha a possibilidade de que o uso restrito de um anti-
microbiano leve a um retrocesso da presséao seletiva e bac-
térias resistentes néo terdo mais vantagem adaptativa nes-
ses ambientes.?® Assim, os indices de ESBL encontrados
confirmam a preocupag¢do mundial da emergéncia deste
mecanismo de resisténcia.
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Abstract

The main resistance mechanism emerging in Enterobacteriaceae is
represented by extended spectrum p-lactamase, enzymes capable of
hydrolyzing expanded-spectrum-cephalosporins, which are very useful
for antimicrobial chemotherapy of enterobacterial infections. Although
resistance to these agents can show remarkable geographic variability,
resistance rates are quite high in several countries. An observational,
transversal, descriptive and retrosospective study was developed to
evaluate the frequency of ESBL among Enterobacteriaceae strains
obtained from Hospital S&o Vicente de Paulo, Passo Fundo, RS, Brazil.
ESBL production was noted in 24,8 % (n = 208/838) of the isolates
evaluated. Percentage of ESBL producers within species was highest
in Escherichia coli 52,8 % (n = 110/208) followed by Enterobacter
species 30,3 % (n = 63/208). Sensitivity of these isolates to
meropenem was 91,4 % and piperacillin/tazobactam 67,4 %. The ESBL
levels founded in this study confirm the worid tendency of this resistance
mechanism.
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ESBL,; Enterobacterias; Bacterial resistance; Transversal study

REFERENCIAS

1. Chaudhary U, Aggarwal R. Extended Spectrum f3-lactamases (ESBL)
- an emerging threat to clinical therapeutics. Indian J Med Microbiol.
2004 Apr-Jun;22(2):75-80.

2. Amarante JMB. Prevaléncia de ESBL pode chegar até a 100% das
Bactérias Isoladas em Hospitais. Fato Hospitalar. 2002;3:4-6.

3. Boccia D, Stolfi I, Lana S, Moro ML. Nosocomial necrotizing
enterocolitis outbreaks: epidemiology and control measures. Eur
J Pediatr. 2001 Jun;160(6):385-91.

4. Carson C, Narber KG. Role of fluorquinolones in treatment of serius
bacterial urinary tract infections. Drugs. 2004;64(12):1359-73.

5. Chastre J. Fagon JY. Ventilator-associated pneumonia. Am J Respir
Crit Care Med. 2002 Apr 1;165(7):867-903.

30

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

. Gupta A. Hospital-acquired infections in the neonatal intensive

care unit- Klebsiella pneumoniae. Semin Perinatol. 2002 Oct;26
(5):340-5.

. Morosini MI, Garcia-Castillo M, Coque TM, Valverde A, Novais A,

Loza E, et al. Antibiotic coresistance in extended-espectrum-beta-
lactamase-producing Enterobacteriaceae and in vitro activity of
tigecyclin. Antimicrob Agents Chemother. 2006 Aug; 50(8): 2695-9.

. Zar HJ, Cotton MF. Nosocomial pneumonia in pediatric patients:

practical problems and rational solutions. Paediatr Drugs. 2002;
4(2):73-83.

. Freitas ALP, Machado DP, Soares FSC, Barth AL. Extended-

spectrum B-lactamases in Klebsiella spp and Escherichia coli
obtained in a Brazilian teaching hospital: detection, prevalence and
molecular typing. Braz J Microbiol. 2003;34:344-8.

Lartigue MF, Zinsius C, Wenger A, Bille J, Poirel L, Nordmann
P. Extended-spectrum p-lactamases of the CTX-M type now in
Switzerland. Antimicrob Agents Chemother. 2007 Aug;51(8):
2855-60.

O’Hara CM, Brenner FW, Miller JM. Classification, identification,
and clinical significance of Proteus, Providencia and Morganella.
Clin Microbiol Rev. 2000 Oct;13(4):534-46.

PereiraAS, Filho JRC, Tognim MCB, Sader HS. Avaliagédo da acuracia
de testes laboratoriais para detec¢céao de amostras de Klebisiella
pneumoniae produtora de betalactamase de espectro estendido J
Bras Patol Med Lab. 2003;39:301-8.

Valverde A, Coque TM, Sanchez-Moreno MP, Rollan A, Baquero F,
Cantén R. Dramatic increase in prevalence of fecal carriage of
extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae
during nonoutbreak situations in Spain. J Clin Microbiol. 2004 Oct;
42(10):4769-75.

Sturenburg E, Mack D. Extended-spectrum p-lactamases:
implications for the clinical microbiology laboratory, therapy, and
infection control. J Infect. 2003 Nov;47(4):273-95.

Rossi F, Andreazzi DB. Resisténcia Bacteriana: Interpretando o
antibiograma. Sao Paulo, Editora: Atheneu, 2005.

Robin F, Delmas J, Schweitzer C, Tournilhac O, Lesens O, Chanal
C, Bonnet R. Evolution of TEM-type enzymes: biochemical and
genetic characterization of two new complex mutant TEM enzymes,
TEM-151 and TEM-152, from a single patient. Antimicrob Agents
Chemother. 2007 Apr;51(4):1304-9.

Luzzaro F, Mezzatesta M, Mugnaioli C, Perilli M, Stefani S,
Amicosante G, et al. Trends in production of extended-spectrum
beta-lactamases among enterobacteria of medical interest: report
of the second Italian nationwide survey. J Clin Microbiol. 2006 May;
44(5):1659-64.

Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Fifteenth
Informational Supplement. CLSI document M100-S16 (ISBN 1-
56238-556-9). Clinical and Laboratory Standards Institute , 940
West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898
USA, 2007.

Mendes C, Hsiung A, Kiffer C, Oplustil C, Sinto S, Mimica |, Zoccoli
C; Mystic Study Group. Evaluation of the in vitro activity of 9
antimicrobials against bacterial strains isolated from patients in
intensive care units in Brazil: MYSTIC Antimicrobial Surveillance
Program. Braz J Infect Dis. 2000 Oct;4(5):236-44.

Schwaber MJ, Raney PM, Rasheed JK, Biddle JW, Williams P,
McGowan JE, Tenover FC. Utility of NCCLS guidelines for identifying
extended-spectrum beta-lactamases in non-Escherichia coli and
Non-Klebsiella spp. of Enterobacteriaceae. J Clin Microbiol. 2004
Jan;42(1):294-8.

Menezes AE, Alencar AM, Cunha FA, Angelo MRF, Salviano MNC,
Nascimento IR; Frequéncia de cepas produtoras de enzima
betalactamase de espectro expandido (ESBL) e perfil de suscepti-
bilidade de Klebsiella pneumoniae em hemoculturas no bergario de
um hospital de Fortaleza. Rev. bras. anal. clin. 2008;40(1):7-11.

RBAC.2016;48(3 supl.1):26-31



Ocorréncia de enterobactérias produtoras de -lactamases de espectro estendido em isolados clinicos no sul do Brasil

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Schwaber MJ, Navon-Venezia S, Schwartz D, CarmeliY. High levels
of antimicrobial coresistance among extended-spectrum-beta-
lactamase-producing Enterobacteriaceae. Antimicrob Agents
Chemother. 2005 May;49(5):2137-9.

Arpin C, Dubois V, Coulange L, André C, Fischer |, Noury P, et al.
Extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae
in community and private health care centers. Antimicrob Agents
Chemother. 2003 Nov;47(11):3506-14.

Livermore DM. beta-Lactamases in laboratory and clinical
resistance. Clin Microbiol Rev. 1995 Oct;8(4):557-84.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards
for Antimicrobial Susceptibility Testing; Fifteenth Informational
Supplement. CLSI document M 100-S 15 (ISBN 1-56238-556-9).
Clinical and Laboratory Standards Institute, 940 \West Valley Road.
Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898 USA, 2005.

Stein GE, Craig WA. Tigecyclin: a critical analysis. Clin Infect Dis.
2006 Aug 15;43(4):518-24.

Ku YH, Chuang YC, Yu WL. In vitro activity of tigeciclyne against
clinical isolates of extended-spectrum beta-lactamase producing
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens and Enterobacter
cloacae. J Microbiol Immunol Infect. 2008 Aug;41(4):332-6.
Mathur P, Kapil A, Das B, Dhawan B. Prevalence of extended

spectrum beta lactamase producing gram negative bacteria in a
tertiary care hospital. Indian J Med Res. 2002 Apr;115:153-7.

Correspondéncia

Daiane Bopp Fuentefria

Avenida Brasil Oeste, 888 — Centro
Passo Fundo, RS, Brasil

Fone/Fax +55-54-3312-2000

RBAC.2016;48(3 supl.1):26-31

31



Artigo Original/Original Article

Avaliacao de portadores assintomaticos de Salmonella em
manipuladores de alimentos
Evaluation of asymptomatic Salmonella carriers in food handlers

Cétia Rezende'

Eloni Aparecida Fontana?

Anne Caroline de Paula Freitas®
José Henrique Gongalves Colletes®

Resumo

A Salmonella é uma enterobactéria patogénica ao homem e geralmente transmitida por
alimentos contaminados. Os sintomas clinicos podem ser variados e estéo relacionados
com a patogenicidade da bactéria, com a quantidade presente no alimento e, conse-
quentemente, com a ingerida e com a imunidade do paciente. Entretanto, existe uma parce-
la de pacientes que séo assintomaticos e considerados potenciais transmissores, principal-
mente se este individuo exercer atividades que manipulam alimentos. Dentro deste contex-
to, o presente estudo objetivou pesquisar possiveis portadores de Salmonella spp em
manipuladores de alimentos, pela metodologia laboratorial da cultura de fezes (coprocultura),
considerada o método mais indicado para este diagndstico, usando meios de enriquecimen-
to selenito para crescimento de Salmonella sp. Foram analisados 52 voluntarios manipuladores
de alimento de uma rede de supermercado da cidade de Votuporanga. A pesquisa apresen-
tou um caso positivo correspondendo a 0,52% do total analisado. Em artigos analisados
foram encontrados positividades de até 100% em metodologias semelhantes, com diferen-
cial na parte da coleta e na utilizagdo de outros caldos de enriquecimento, o que pode
explicar o baixo indice encontrado na pesquisa em questéo.

Palavras-chave

Salmonella spp.; Assintomaticos; Alimentos; Manipuladores; Coprocultura

INTRODUCAO

A Salmonelose é uma das principais zoonoses para
a salde publica em todo o mundo' devido as suas carac-
teristicas de endemicidade, alta mortalidade e, sobretudo,
pela dificuldade de adogé@o de medidas no seu controle.?
O agente etiologico é a Salmonella, uma bactéria entérica
que causa doengas em humanos e animais, por meio do
consumo de agua e alimentos contaminados, especialmen-
te leite e vegetais crus, mariscos, ovos crus, carnes bovi-
nas e suinas.®® A grande maioria dos sorotipos de
Salmonella é patogénica ao homem, de forma que os sin-
tomas clinicos podem ser variados.®

O quadro de infecgao gastrointestinal € a manifesta-
¢éo mais comum da infecgé@o por Salmonella e o episédio
geralmente sofre resolugédo em dois a trés dias, néo ne-
cessitando de tratamento com antibi6ticos. Os principais
sintomas sdo: dores abdominais, diarreia, febre baixa e
vomito, sendo raros os casos clinicos fatais, que podem
aparecer de 12 a 36 horas apds a contaminacédo. Ja os

sintomas mais graves incluem septicemia, febre alta,
diarreia e vomitos, comuns na febre tifoide (causada pela
Salmonella typhi) e febre paratifoide (Salmonella
paratyphi). Apés a infeccéao, os individuos podem se tornar
portadores por meses ou anos, constituindo entdo uma fonte
continua de infecgéo.

As doencgas transmitidas por alimentos (DTA) continu-
am sendo uma das principais causas de morbidade nos
paises da América Latina e Caribe.™ No Brasil, as doen-
¢as infecciosas, parasitarias e do aparelho digestorio corres-
pondem a 9,2% do total de casos de mortalidade, sendo as
regides do Norte e Nordeste brasileiro as mais afetadas.('?

Considerando que a maioria dos quadros de gastro-
enterite transcorre sem a necessidade de hospitalizagées e
sem o isolamento do agente casual no alimento incriminado,
a ocorréncia das Salmoneloses na populagéo humana trans-
mitida por alimentos é provavelmente subestimada.( Se-
gundo Forsythe('? e Germano,!"® somente 10% do total de
surtos de origem alimentar sé@o notificados no Brasil, devi-
do as falhas no sistema de notificagcéo e de fiscalizacao.
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Como esta patologia se da pela transmisséo fecal-
oral através de alimentos contaminados, é de se esperar
que a incidéncia seja mais elevada entre populagdes com
grande densidade populacional, vivendo em precarias con-
digbes higiénicas sanitarias e socioeconémicas.® A higie-
ne dos alimentos abrange métodos na producéo, no acon-
dicionamento e na distribuicdo dos alimentos dentro dos
limites de seguranga microbiol6gico, abrangendo néo so-
mente as boas praticas pessoais dos manipuladores dos
mesmos, mas também o emprego de utensilios e equipa-
mentos para o seu preparo.('

Outros grupos de alimentos como frutas e vegetais
podem ser veiculadores de salmoneloses, ' mesmo sen-
do minimamente processados. Essa contaminagédo pode
ocorrer pelo controle inadequado de temperatura, pelo con-
tato com alimentos crus contaminados, principalmente de
origem animal.(®.14.16)

Nos ultimos dez anos, surtos de DTAno mundo alerta-
ram as autoridades sanitarias sobre a necessidade de
readequar as medidas para controle de risco de trans-
missao, motivando os paises a revisar as politicas para
garantir que os alimentos consumidos pela populacgéo te-
nham condi¢des sanitarias apropriadas.('” Recomendam-
se acdes de educacdo em saude, destacando-se a lava-
gem correta das maos entre manipuladores de alimentos
e afastamento de portadores assintomaticos de Sa/mo-
nella spp. da area de producédo. Essas acdes foram re-
gulamentadas por autoridades de saude publica em nivel
mundial .48

A literatura apresenta varias pesquisas correlacio-
nando a presenca de Salmonella spp. em alimentos comer-
cializados; entretanto, poucos estudos abordam a pesqui-
sa de portadores assintomaticos de Sa/monella spp., im-
portante via de contaminagéo alimentar.

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de
Salmonella spp. em fezes de manipuladores de alimentos
assintomaticos para salmonelose, utilizando meios seleti-
vos para isolamento do agente causador e provas bioqui-
micas para identificacdo do género Salmonella spp.

MATERIAL E METODOS

Selecao de voluntarios

Manipuladores de alimentos, escolhidos aleatoria-
mente quanto ao sexo, idade, raca ou classe social foram
utilizados no desenvolvimento deste estudo. Foram exclui-
dos os que estavam utilizando antibiéticos ou que termina-
ram a menos de quatro dias e/ou apresentavam quadros
diarreicos recentes.

Inicialmente, os voluntarios foram conscientizados so-
bre a importancia da pesquisa e instruidos sobre a manei-
ra correta da coleta e transporte de fezes. Esta etapa foi
desenvolvida nas dependéncias dos estabelecimentos
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que se interessaram na participacdo do estudo. Todos os
voluntarios participantes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O estudo recebeu
parecer favoravel pelo CEP - Votuporanga (protocolo:016/
2009).

Coleta de material biologico

As coletas foram realizadas no ambiente domiciliar
de cada voluntario, pelos mesmos, e os materiais foram
fornecidos pela equipe pesquisadora. Foi agendado o dia
de recolhimento do material biolégico (fezes). Neste dia,
também, foram obtidas informacdes relativas aos volunta-
rios, tais como: nome, idade, sexo e presencga ou auséncia
de sintomas diarreicos.

As amostras clinicas (fezes) foram identificadas e
transportadas utilizando-se o meio de transporte Cary &
Blair, para o Laboratério Didatico de Analises Clinicas do
Centro Universitario de Votuporanga (UNIFEV). O transporte
ocorreu em até 24 horas ap6s emissao das fezes.

Metodologia laboratorial

A coprocultura (cultura de fezes) foi a técnica labora-
torial desenvolvida no Laboratério de Anélises Clinicas do
Centro Universitario de Votuporanga, para a pesquisa de
portadores assintomaticos de Salmonella spp.

O swab contendo fezes acondicionadas no meio Cary-
Blair foi inoculado nos caldos de enriquecimento Selenito
e Tetrationato. Posteriomente, os tubos foram incubados
por 12 horas em estufa bacteriolégica a 35 +/- 1°C.

Transcorrido o periodo de incubacédo, os meios de
enriquecimentos foram cultivados no agar SS (Salmonella
Shighella) e VB (Verde Brilhante) pela técnica de esgota-
mento. As placas de Petri foram incubadas em estufa a
35+/- 1°C por 24 horas.

Apo6s o tempo de incubacéao foram feitas as andlises
macroscoépicas e microscépicas das col6nias. As coldnias
sugestivas de Salmonella spp. em agar SS e VB foram
submetidas a provas bioquimicas. As caracteristicas anali-
sadas foram: col6nias fermentadoras ou ndo fermentadoras
de lactose com ou sem producédo de H2S (centro enegre-
cido) consideradas suspeitas e utilizadas na identificacao;
e colénias fermentadoras de lactose (rosas) e nao
fermentadoras (brancas), respectivamente.

O agar TSI foi a prova bioquimica utilizada para tria-
gem de enterobactérias, incubado a 35 +/- 1°C por 24 ho-
ras. Apo6s o periodo de incubacao, os tubos de TSI que apre-
sentaram as seguintes caracteristicas: fermentacédo de
glicose, H2S positivo ou negativo e gas positivo ou negati-
vo foram selecionados para provas bioquimicas de identi-
ficagdo: Citrato de Simmons, urease, triptofano desami-
nase, motilidade, indol e lisina. Apds a leitura dessas pro-
vas bioquimicas pode-se confirmar a presenca de
Salmonella spp.
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RESULTADOS

Neste estudo, 52 amostras de fezes de manipuladores
de alimentos foram analisadas. Destes, somente um caso
apresentou presencga de Salmonella sp., correspondendo
a 0,52%.

A faixa etaria variou entre 18 e 47 anos com média
de 29 anos. Das 52 amostras, 32 (61,53%) foram proveni-
entes do sexo feminino e 20 (38,47%) do sexo masculino.
A amostra positiva foi proveniente do voluntario do sexo
masculino.

A amostra que apresentou presenga de Sa/monella
spp. foi obtida por meio de enriquecimento Selenito com
cultivo no agar SS. Essa mesma amostra nao apresentou
isolamento quando foi cultivada a partir do caldo Tetra-
tionato nos meios SS e VB e do caldo Selenito cultivado
no agar VB.

DISCUSSAO

A Salmonella spp. € uma bactéria entérica, respon-
savel por surtos registrados em varios paises.®'® A salmo-
nelose é uma das principais zoonoses na saude publica
em todo o mundo.!” Entretanto, a maioria dos quadros
transcorre sem a necessidade de hospitalizacdes e sem
tratamento do agente causal no alimento incriminado, sen-
do que a ocorréncia das salmoneloses é provavelmente su-
bestimada.™

As boas praticas de higiene pessoal dos manipula-
dores e a qualidade higiénico-sanitaria da area de prepa-
racao dos alimentos permitem o consumo destes dentro
dos limites de seguranga microbiol6gica."™ A transmissao
da Salmonella spp. para o homem geralmente ocorre pelo
consumo de alimentos contaminados, pessoa a pessoa,
no ambiente hospitalar ou, ainda, através de animais infec-
tados.(®20-22

Uma grande variedade de alimentos pode ser conta-
minada com Salmonella spp., sendo os mais suscetiveis:
carnes (aves, suina e bovina), ovos, leite e derivados e fru-
tos do mar.2%® Qutros grupos de alimentos como frutas e
vegetais também podem ser veiculadores de salmoneloses,
devido a adogéo de praticas de manipulagao incorretas ou
por contato com alimentos contaminados.('46)

Os sintomas de salmonelose podem variar desde do-
res abdominais, diarreia, febre baixa e vomito, sendo ra-
ros os episddios fatais. Ja os sinftomas mais graves inclu-
em septicemia, febre alta, diarreia, e vdmito, comum na fe-
bre tifoide e febre paratifoide, podendo levar a 6bito.“*24

Apo6s o quadro de infecgédo gastrointestinal, o indivi-
duo pode se tornar portador desta bactéria sem necessari-
amente apresentar sinftomas e transmitir esta bactéria ao
manipular os alimentos. Pacientes podem se tornar porta-
dores crénicos e continuar a excretar Salmonella nas fe-
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zes por varias semanas. Recomendam-se ac¢des de edu-
cacdo em salde, destacando-se a lavagem correta das
maos e afastamento dos manipuladores de alimentos
assintomaticos da area de producéo.“1®

Neste estudo foi encontrada baixa positividade —
0,52%. Resultado semelhante foi relatado por Kaku e cola-
boradores,? detectando somente trés coproculturas posi-
tivas em 211 individuos analisados, num surto de salmo-
nelose no noroeste do estado de Sdo Paulo. Entretanto,
em estudo desenvolvido por Peresi e colaboradores,? do
total de 87 coproculturas processadas, 70 (80,5%) foram
positivas para Salmonella. Estes estudos desenvolvidos
no Brasil relataram presenca de Salmonella em amostras
fecais de pacientes com sinais e/ou sintomas de
salmonelose, diferentemente do nosso estudo, que anali-
sou amostras de fezes de individuos assintomaticos.

Silva e colaboradores,® apés uma investigagéo
epidemioldgica, forneceram evidéncias de que o surto por
Salmonella ocorreu pela contaminagao do alimento. O ali-
mento pode ter contaminacéao durante o processo de pro-
ducao, distribuicdo e armazenamento. Além disso, também
sugeriram que um manipulador assintomatico foi o respon-
savel pela disseminacdo do patégeno para os alimentos.
Costalunga & Tondo®® indicaram que a contaminagéo do
alimento por manipuladores infectados ocorreu em 2,37%
dos casos analisados.

A legislagdo na avicultura brasileira cresceu e so-
freu indmeras mudancas nas duas ultimas décadas, devi-
do ao desenvolvimento do mercado interno e externo, as-
sociado ao fato de ser uma carne acessivel a populagéo.
A implantagcdo de um protocolo de APPCC (Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle) objetivou um con-
trole dos perigos biolégicos da carne, contribuindo na
qualidade da satide do consumidor.?”) Entretanto, pouco
se tem feito na legislacdo com relacdo a elaboracéao de
protocolos para investigar portadores assintomaticos de
Salmonella spp. entre manipuladores de alimento e con-
tinuar assegurando a qualidade do alimento nesta etapa
do processo.

Outra justificativa que indique baixa positividade de
Salmonella nas amostras de fezes analisadas esté relaci-
onada com a metodologia laboratorial utilizada. Neste es-
tudo foram utilizados os meios de enriquecimento Selenito
e Tetrationado e os meios de isolamento SS e VB. Entre-
tanto, Weiss e colaboradores!® obtiveram 50% de positivi-
dade na amostras de fezes de suinos utilizando os meios
de enriquecimento Tetrationado e Rappaport e os meios
XLT4 e Rambach para isolamento. Pinto e colaboradores®
analisaram amostras ambientais por meio do caldo Rappa-
port e Selenito para o enriqguecimento e agar XLD e BPLS
para isolamento. Desta maneira, a etapa de enriquecimento
pode ter sido o diferencial para a grande variedade nos
indices de positividades encontrados.
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CONCLUSOES

Com este estudo, pode-se concluir que, apesar de
nao ter sido encontrado um alto indice de positividade para
Salmonella spp., um Unico foco pode se tornar fonte de
uma grande disseminacado do patdégeno, acarretando um
surto de infecgbes gastrointestinais. Para evitar tal disse-
minacao, a melhor maneira de prevencéo é o controle de
manipuladores assintomaticos, o tratamento do mani-
pulador infectado e o treinamento de boas praticas de higi-
ene aos manipuladores de alimento.

Abstract

Salmonella is an enterobacteria pathogenic to humans and usually
transmitted by contaminated food. The Clinical symptoms can be vatied
and are related to the pathogencity of the bacterium, with the present
in food and consequently with the intake and with the patient's immunity.
However, there is a portion of patients who are asymptomatic, and as
potential transmitters, especially if this individual performing activities
that manipulations food. Within this context, this study aimed to
investigate possible carriers of Salmonella spp. in manipulators of food,
through the methodology of the laboratory culture of feces (stool culture),
considered the best method for diagnosis using selenite enrichment
media for growth of Salmonella spp. 52 volunteers were analyzed
manipulator of food of a network of supermarket in the city of
Votuporanga. The research showed a positive corresponding to 0.52%
of total analyzed. In the articles analyzed were found positive to 100%
on a similar methodology, with differential in the part of collection and
use of other enrichment broths, which may explain the low index found
in the research in question.
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Salmonella spp.; Assyntomatic; Food; Food handlers; Stool culture
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INTRODUGAO

Resumo

A sepse é uma sindrome complexa causada pela resposta inflamatéria sistémica descon-
trolada do individuo, de origem infecciosa, caracterizada por manifestagées multiplas, e
que pode determinar disfuncéo ou faléncia de um ou mais érgéos e até o ébito. Um dos
problemas na UTI é o diagnéstico precoce e a terapéutica apropriada da sepse, sendo um
desafio diario nas unidades de emergéncias e de cuidados intensivos. Uma forma de
minimizar os gastos e prevenir a resisténcia bacteriana é a dosagem de um novo marcador
chamado de procalcitonina. Este trabalho objetivou evidenciar, por meio de descricao de
casos clinicos, a eficacia da dosagem da procalcitonina como uma ferramenta no diag-
néstico precoce para sepse, visando o uso racional de antibiéticos. Realizou-se um estu-
do de casos em seis pacientes admitidos na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospi-
tal Sao Francisco da Ceilandia, DF, com suspeita de infecgdo ou septicemia, no més de
janeiro de 2010. Neste periodo foram admitidos quarenta pacientes na UTI, sendo seleci-
onados, aleatoriamente, seis para o presente estudo, que demonstrou a procalcitonina
como um marcador de infecgcao bacteriana grave, propiciando diagnéstico precoce da
sepse, distingdo entre processo inflamatério e infeccioso, e quadros virais de bacterianos.
Também auxilia o emprego adequado de antimicrobianos.

Palavras-chave
Sepse; Procalcitonina; Sindrome da resposta inflamatdria

de elevada mortalidade nos pacientes com sepse ainda
nao sinalizam um desfecho préximo ao exitoso na busca

A sepse é uma sindrome complexa causada pela
resposta inflamatoéria sistémica descontrolada do indivi-
duo, de origem infecciosa, caracterizada por manifesta-
¢des multiplas, e que pode determinar disfuncéo ou fa-
Iéncia de um ou mais 6rgéaos ou mesmo a morte do indi-
viduo."

Na ultima década ocorreram inUmeros avangos no
entendimento da fisiopatologia desta sindrome, por meio
de estudos multicéntricos, que resultaram da sugestéo de
alguns marcadores diagnosticos e no potencial benéfico
de inimeras alternativas terapéuticas.?

Tanto o diagnéstico precoce da sepse quanto a mu-
danca ou interrupgédo do seu curso tém sido persistente-
mente perseguidos pelos pesquisadores nesses ultimos
anos. Entretanto, a ma evolugéo clinica e/ou a manutengéo

de solugdes para esse mal.

O uso do termo sepse nao estéa restrito apenas a
sindrome inflamatéria sistémica secundaria a infecgao
bacteriana, mas aquela resultante de qualquer microrga-
nismo e/ ou seus produtos (toxinas). O termo sepse é apli-
cavel somente quando a resposta sistémica é clinicamente
relevante, podendo manifestar-se por uma variedade de
situacdes de complexidade crescente: (a) sepse grave,
entendida como sepse associada a disfuncéo de 6rgéos,
hipoperfuséo (que inclui, mas nédo esta limitada a acidose
latica, oliguria ou uma alteragéo aguda do estado de cons-
ciéncia) e hipotensao; (b) choque séptico, entendido como
sepse associada com as alteragdes da hipoperfusdo mais
a hipotenséo persistente mesmo apds ressuscitagao volu-
métrica adequada; e (c) sindrome da disfungcé@o de multi-
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em uma unidade de terapia intensiva

plos 6rgéos (SDMO), que pode representar o estagio final
da resposta inflamatoria sistémica grave.®

Um dos problemas na UTI é o diagnoéstico precoce e
a terapéutica apropriada da sepse, apresentando assim
um desafio diario nas unidades de emergéncias e de cui-
dados intensivos.®

A sepse apresenta uma auséncia de sintomas e si-
nais clinicos nédo perceptiveis inicialmente. Sendo assim,
muitos pacientes sdo diagnosticados com sepse e sub-
metidos a antibioticoterapia de forma inadequada, poden-
do gerar gastos abusivos e desnecessarios e contribuir
para uma proliferacdo de microrganismos multirresis-
tentes.®

Uma forma de minimizar os gastos inadequados e di-
minuir a resisténcia bacteriana é a dosagem de um novo
marcador chamado de procalcitonina. A procalcitonina é o
pré-hormonio da calcitonina, sendo uma proteina constitui-
da de 116 aminoacidos com sequéncias idénticas as do
proto-hormdnio da calcitonina, produzidas pelas células C
da glandula tireoide. Em individuos saudaveis, essa prote-
ina esta presente em concentragdes muito baixas na circu-
lacdo, permanecendo intrinsecamente nas células como
principal peptideo precursor da calcitonina.® Em infecgbes
bacterianas restritas a um 6rgédo, em geral ndo se observa
elevacgao significativa na concentracdo da PCT, mas nos
processos bacterianos graves, com sepse, niveis extrema-
mente elevados de procalcitonina intacta podem ser en-
contrados na circulagéo.”

Trabalhos recentes tém sugerido que, nesses casos,
a producéo é extratireoidiana, sendo que leucécitos,
macro6fagos, células monociticas de varios 6rgdos como
figado, pulméo e intestino, além de células neuroendécrinas,
tém sido responsabilizados pela sintese de PCT em res-
posta a infecgcao bacteriana.®'

Em condigdes fisiologicas normais, apenas uma
quantidade de procalcitonina intacta esta presente na cir-
culacdo, sendo que a maior porgéo é secretada apés prote-
6lise. Existem algumas evidéncias que demonstram que a
protedlise é suprimida pela agdo de citoquinas e endo-
toxinas, resultando na liberagdo da molécula intacta para a
circulagao.>" Adicionalmente esta bem documentado que
a transcricdo do PCT RNAm é substancialmente aumenta-
da por estimulos inflamatoérios, justificando assim o resulta-
do do aumento de sua sintese.("

Varios estudos clinicos t¢m demonstrado a habilida-
de da PCT em detectar precocemente a sepse e em dife-
renciar processos bacterianos de processos virais.!'"¥ Por-
tanto, pretende-se evidenciar, por meio da descricdo de
casos clinicos, a eficacia da dosagem da procalcitonina
como uma nova ferramenta no diagnéstico precoce da
sepse, visando o uso racional de antibiéticos em prol da
diminuicdo de cepas bacterianas multirresistentes e a
diminuigéo de gasto nosocomial.

RBAC.2016;48(3 supl.1):33-40

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo de caso em seis pacientes
admitidos na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital
Sao Francisco da Ceilandia, DF, com suspeita de algum tipo
de infeccd@o ou septicemia, no més de janeiro de 2010.
Neste periodo foram admitidos quarenta pacientes na UT],
tendo sido selecionados seis para o presente estudo. Para
melhor entendimento e analise dos dados, os pacientes
foram classificados em escala numérica de 01 a 06.

O diagnéstico de septicemia foi baseado nos critéri-
os estabelecidos pela Conferéncia de Consenso de 2001.%
Sepse foi caracterizada pela presenca de sinais e sinto-
mas de sindrome de resposta inflamatoéria sistémica SRIS
associada a infeccdo documentada ou suspeitada.

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes fo-
ram obtidos por meio de consulta aos prontuarios. Foram
coletados dados relativos a dosagem da procalcitonina
por ocasido da admissao do paciente na UTI, durante o
seu seguimento e, finalmente, na suspensao da terapia, e
demais dados relevantes acerca do diagnéstico clinico e
laboratorial e evolugédo dos pacientes.

A procalcitonina foi mensurada por meio de meto-
dologia ELFA (Enzym Linked Fluorescent Assay) no equi-
pamento MiniVIDAS (BioMérieux). De acordo com o fa-
bricante, uma concentracdo de PCT maior que 0,1 ng/mL
pode assinalar a presenca de uma infecgdo bacteriana
clinicamente suspeita, que necessita de um tratamento an-
tibiético. Com uma concentragcédo de PCT superior a 0,5
ng/mL, deve-se considerar um risco de desenvolvimento
de sepsis severa e/ou choque séptico. A reabsorgéo da
infeccdo séptica é acompanhada por uma diminuicéo da
concentracdo de PCT para seus niveis normais com uma
semivida de 24 horas.

Este estudo foi consentido e autorizado pelo centro
de ensino e pesquisa do Hospital Sdo Francisco,
Ceilandia, DF.

RESULTADOS

Caracteristicas epidemiolégicas e clinicas dos

pacientes participantes do estudo

A) Paciente 01: sexo feminino, 23 anos, admitido na
UTI no dia 04/01/2010 com diagnéstico inicial de nefrolitiase
e choque séptico por pielonefrite aguda. Por ocasido da
admisséao, o valor da PCT foi de 58,9 ng/dL. Foi tratada
com piperacilina + tazobactam 4,5g 6/6h D1/14, iniciando
e permanecendo apés segundo dia 2,5 g dia. Foram reali-
zadas dosagens de PCT nos dias 04/01, 05/01, 06/01, 07/
01,08/01, 09/01, 10/01, 11/01, 12/01, 13/01, 14/01, 15/01,
16/01,17/01, 21/01, cujos resultados respectivamente fo-
ram 58,9 ng/dL; 56,36 ng/dL; 56,69 ng/dL; 20,09 ng/dL;
6,59 ng/dL; 13,87 ng/dL; 12,80 ng/dL; 9,23 ng/dL; 5,13 ng/dL;
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1,78 ng/dL; 0,87 ng/dL; 0,29 ng/dL; 0,10 ng/dL; 0,13 ng/dL;
0,05 ng/dL. Evoluiu favoravelmente com alta da UTI no dia
18/01, tendo permanecido aos cuidados da clinica médica
até obtencao de alta hospitalar no dia 28/01/2010, visto que,
no dia 21/01/2010, o leucograma estava altamente tocado
com um valor de leucécitos 20.400 superiores ao do inicio
da infecgdo, que era de 15.900.

B) Paciente 02: sexo feminino, 17 anos, admitida na
UTI no dia 02/01/2010, com suspeita de infeccao por H1N1
agravada por pneumonia atipica (PNM) e Insuficiéncia Pul-
monar Aguda (IRPA). No ato da admissdo na UTIl apresen-
tava uma PCT com valor de 71,39 ng/dL. Foi tratada com
cloridrato de moxifloxacino 400 mg D1/10. Foram realiza-
das dosagens de PCT nos dias 03/01, 04/01, 05/01, 6/01,
07/01, 08/01, 09/01, 10/01, e 11/01, cujos resultados res-
pectivamente foram: 32,39 ng/dL; 10,43 ng/dL; 5,93 ng/dL;
1,91 ng/dL; 1,68 ng/dL; 0,52 ng/dL; 0,20 ng/dL; 0,17 ng/dL;
0,12 ng/dL. Apresentou leucograma alterado no valor 17.000
mesmo ap6és negativacdo da PCT, havendo assim uma
confiabilidade em se retirar o antimicrobiano. Evoluiu favo-
ravelmente e teve alta da UTI no dia 15/01, sendo encami-
nhada aos cuidados da clinica médica.

C) Paciente 03: sexo masculino, 51 anos, admitido
na UTl no dia 14/01 2010, com diagnéstico de apendicite e
teve seu quadro agravado ap6s a apendicectomia. O paci-
ente desenvolveu processo inflamatoério difuso e Insuficién-
cia Renal Aguda (IRA). Por ocasido da admisséo, o valor
de sua PCT foi de 0,19 ng/dL, motivo pelo qual ndo se in-
troduziu antibioticoterapia completa. Foram realizadas do-
sagens de PCT nos dias 15/01, 16/01, 17/01 e 18,01 cujos
resultados, respectivamente foram 0,17 ng/dL; 0,20 ng/dL;
0,24 ng/dL; 0,15 ng/dL. O leucograma, que se encontrava
com valor de 15. 800 no momento em que apresentava va-
lor minimo de PCT, era de 0,14 ng/dL. Teve evolucéo favo-
ravel e teve alta da UTI no dia 20/01, sendo encaminhado
aos cuidados da cirurgia geral, permanecendo por mais
10 dias internado na clinica cirdrgica, recebendo alta hos-
pitalar no dia 30/01/2010.

D) Paciente 04: sexo masculino, 29 anos, admitido
na UTl dia 31/01/2010 com quadro de hipertenséo arterial
(HAS) descompensada, suspeita de pneumonite por infec-
¢ao viral (H1N1) e sangramento alveolar difuso. Evoluiu para
insuficiéncia renal aguda (IRA). No momento da admissao
apresentava uma PCT de 0,05 ng/dL. Nao foi inserido es-
quema antibiticoterapico. Foi realizada outra dosagem de
PCT no dia 01/02 cujo resultado foi de 0,08 ng/dL. Pacien-
te evoluiu para ébito no dia 01/ 02.

E) Paciente 05: sexo feminino, 56 anos, admitido na
UTI no dia 16/01/2010, com diagnéstico de obesidade,
cardiopatia hipertensiva e pneumonite viral. Apresentava,
no ato da admissao, PCT de 0,20 ng/dL. Foi realizada mais
uma dosagem de PCT no dia seguinte a internacao, a qual
apresentou valor inferior de 0,14 ng/dl. Teve boa evolugao
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com alta para enfermaria. Cursou com melhora de seu qua-
dro clinico. Uma semana depois, o valor de PCT foi de
0,08 ng/dL, tendo recebido alta hospitalar.

F) paciente 06: sexo masculino, 46 anos, admitido na
UTI dia 15/ 01/ 2010 com diagnéstico de encefalopatia he-
patica + etilismo crénico + Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)
e Insuficiéncia Pulmonar Aguda (IRPA). No momento da
admissao tinha um valor de PCT alterado de 36 ng/dL. Foi
inserido esquema antibioticoterapico com cloridrato de
moxifloxacino 400 mg D1/D7. Foram realizadas dosagens
de PCT nos dias 16/01,17/01,18/01, 19/01 e 20/01, nos quais
os resultados respectivamente foram 16 ng/dL; 8 ng/dL;
2,0 ng/dL; 0,6 ng/dL; 0,2 ng/dL. Teve evolugao favoravel com
boa progressao da parte respiratéria e recuperacao neu-
rolégica e renal, deixando a UTI no dia 25/01/2010, sendo
encaminhado a clinica médica, onde ficou por mais uma
semana, tendo alta hospitalar.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo permitem algumas
consideragdes importantes a respeito da PCT. Trata-se de
uma importante ferramenta para o delineamento da tera-
pia antimicrobiana. Todos os pacientes que tiveram eleva-
¢ao desta proteina foram submetidos a terapia anti-
microbiana e tiveram seu quadro clinico e resposta tera-
péutica acompanhados por meio deste marcador.

A PCT é um marcador potente que auxilia no diag-
noéstico precoce da septicemia, a qual é caracterizada pela
presenca de bactérias no sangue associadas as doencas
graves.(”) Este exame possui algumas vantagens, sobretu-
do para melhor tratamento do paciente. O exame permite a
suspenséo do antibiotico antes do tempo empirico, em
geral, cerca de cinco dias antes, minimizando o risco de
resisténcia bacteriana, o risco de criacdo de germes
multirresistentes e o tempo de internagdo.("

A PCT também permite a melhor sele¢do do antibio-
tico, isto €, um menos potente para infecgcdes menos seve-
ras e um mais potente para quadros mais graves. Desta
forma, evita-se a introducgéo precoce de antibioticoterapia
ou a nao indicagao deste tipo de terapia em casos desne-
cessarios, e, se necessario, avalia-se a resposta do anti-
biético utilizado visando manter ou ndo a conduta terapéu-
tica adotada.®

Em todos os casos descritos neste estudo, a PCT
demonstrou ser uma ferramenta indispensavel no diagnos-
tico, na escolha do tratamento e decisdo da conduta na te-
rapéutica adotada.

Observou-se que a paciente 01, com diagnéstico de
nefrolitiase e choque séptico por pielonefrite aguda e
SDMO, apresentou uma PCT elevada no momento da ad-
missdo, o que demandou antibioticoterapia. A resposta
satisfatéria ao antibiotico foi comprovada pela queda pro-
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em uma unidade de terapia intensiva

gressiva da PCT até a sua negativacéo, o que permitiu ain-
da um acompanhamento do quadro séptico da paciente e
de possiveis recidivas. Desta forma, foi possivel a inser-
¢do, manutencéo e suspensao de forma adequada e em
tempo correto do antibiético, mostrando a importancia da
PCT no discernimento de uma infeccdo viral de uma
bacteriana, promovendo diferenciagéo de um processo in-
feccioso de um inflamatério e a retirada segura do anti-
microbiano. Estes dados corroboram com o estudo de
Claeys et al.,'"¥ que demonstraram a importancia e a habi-
lidade da PCT em detectar precocemente a sepse e em
diferenciar processos bacterianos de virais.

A paciente 02 apresentava um quadro de infecgéo
por H1N1, pneumonia atipica acompanhada de IrpA e in-
feccéo bacteriana ndo séptica. Apresentou a primeira do-
sagem de PCT muito elevada com queda progressiva até
a sua negativacédo. Foi empregada conduta terapéutica
com boa resposta ao antibiético, que pode ser comprova-
da por meio da reducédo da PCT e melhora clinica, dispen-
sado assim o uso abusivo de antibiéticos, embora seu
leucograma tenha se mantido alterado mesmo apos
negativacao da PCT. Becker et al.,® comprovaram, em seu
estudo, a reducao dos gastos com antibiéticos e a diminui-
céo da resisténcia bacteriana.

Ja o paciente 03, que possuia um quadro de apendi-
cectomia complicada, seguida de processo inflamatério
difuso e IRA, apresentou uma PCT normal na admisséo na
UTIl. Mesmo sem a administracdo de antibiéticos, basea-
da na dosagem normal de PCT, embora o leucograma per-
manecesse alterado, o paciente evoluiu favoravelmente,
comprovando que se tratava apenas de processo inflama-
tério. Poupou-se assim a utilizagcdo de antibiético,
otimizando gasto e evitando a exposi¢do ao antibiotico e a
resisténcia bacteriana. Estes estudos corroboram com
Becker et al.,® que demonstraram a importancia de pou-
par o antibiético evitando gasto desnecessario e resistén-
cia bacteriana.

O paciente 04, com diagnéstico de HAS e pneumonite
por infecgdo viral por H1N1e sangramento alveolar difuso
e IRPA, apresentou PCT normal, o que indicou se tratar de
quadro viral, portanto nao justificando a adog¢édo de anti-
bioticoterapia. APCT se manteve dentro dos padrdes nor-
mais, o que justificou a ndo introducdo de antibidticos,
mesmo com a evolugéo clinica desfavoravel, que culminou
em oObito. Este estudo esta relacionado ao de Oberhoffer
et al.,"™® que afirmam estar a sintese de PCT substancial-
mente aumentada somente em processo infeccioso bacte-
riano.

Ja a paciente 05, que veio transferida de outra unida-
de hospitalar, apresentava diagnéstico de obesidade,
cardiopatia hipertensiva, suspeita de pneumonite por infec-
céo viral e com a informagéao de ter iniciado o primeiro dia
de antibiético com o meropenem na unidade de onde fora
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transferida. Por ocasido da admissao na UTI do Hospital
Séo Francisco, embora com leucograma sugestivo, a do-
sagem de PCT foi normal, o que dispensou a utilizacéo de
antibiético. Ficou evidenciado que o agente realmente era
viral, ja que a PCT permaneceu normal e a evolugéo clinica
favoravel propiciou a alta hospitalar subsequente. Este es-
tudo esta de acordo com o de Meisner,"® que afirma que
administracdes erréneas e inadequadas de antibiéticos ge-
ram gastos abusivos e desnecessarios e contribuem para
o surgimento e proliferagéo de microrganismos multirresis-
tentes.

O paciente 06, com diagnoéstico de encefalopatia he-
patica, etilismo croénico, IRA e IRPA, apresentou um
leucograma normal no ato da admisséo, mas uma PCT ele-
vada, o que sugeria sepse. A possibilidade de um diag-
nostico precoce da sepse provavelmente constitui a maior
utilidade da PCT, o que pode ser comprovado por meio da
monitorizagdo da evolucédo deste caso. Desta forma, intro-
duziu-se precocemente a terapia antimicrobiana antes mes-
mo que o quadro clinico se agravasse. O paciente evoluiu
favoravelmente com alta hospitalar alguns dias depois. De
fato, Claeys et al.("¥ demonstraram em seu estudo a habili-
dade da PCT em detectar precocemente a sepse.

CONCLUSAO

A descri¢ao dos casos neste estudo permitiu concluir
gue a procalcitonina € um novo marcador de infecgéo bacte-
riana grave, possibilitando o diagnéstico precoce da sepse,
a distingdo de processo inflamatério de infeccioso, qua-
dros virais de bacterianos, e principalmente o emprego
adequado de antibiotico.

A dosagem de PCT também propicia a otimizagéo
dos gastos com antibi6éticos e o controle da resisténcia
bacteriana.

APCT demonstrou assim constituir-se de uma ferra-
menta de extrema importancia no diagnéstico preciso e pre-
coce da sepse bacteriana, com ganhos relevantes no tra-
tamento em unidades de terapia intensiva.

Como se trata de um novo marcador, ainda desco-
nhecido por muitos, a experiéncia da UTI e do laboratério
do Hospital Sdo Francisco no que concerne a utilizagdo da
PCT na monitorizagédo de seus pacientes, pode servir de
modelo para outros hospitais e seguradoras de saude.

Abstract

One of the problems faced in the Intensive Care Unit (ICU) is early
diagnosis and appropriate treatment of sepsis. One way to minimize
the inappropriate spending and reduce bacterial resistance is the
determination of procalcitonin. Procalcitonin is a prohormone of
calcitonin which rises considerably in the bloo plasma in cases of
serious bacterial infections. This study aimed to demonstrate, through
description of clinical cases, the effectiveness of serum procalcitonin
as a new tool in early diagnosis for sepsis, to encourage rational use of
antibiotics in favor of the reduction of bacterial strains multiresistant
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nosocomial and reduced spending. We conducted a case study in six
patients admitted to the ICU of Hospital S&o Francisco da Ceildndia -
DF, suspected of having some kind of infection or sepsis, in January
2010. In this period forty patients were admitted to the ICU, were
randomly selected six for this study. The description of cases in this
study showed that the procalcitonin is a new marker of severe bacterial
infection, allowing early diagnosis of sepsis, the distinction of
inflammatory process of infectious, viral infections of bacterial, and
especially the appropriate use of antibiotics.
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Sepsis; Procalcitonin; Inflammatory response syndrome
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Infecgao urinaria nosocomial no Hospital Universitario de

Sergipe

Nosocomial urinary infection at University Hospital of Sergipe

Renata Hellen Silva Andrade’
Jerénimo Gongalves de Araljo?

INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Conhecer os microrganismos presentes nas infec¢des do trato urinario nos
pacientes atendidos no Hospital Universitario de Sergipe. Observar prevaléncia dos mi-
crorganismos, fatores de risco e suscetibilidade frente aos antimicrobianos. Métodos:
Realizou-se um estudo transversal, descritivo, observacional, com base nos registros da
CCIH do HU/UFS. No periodo de janeiro de 2009 a maio de 2010, houve um total de 24
uroculturas. Resultados: A sondagem vesical é o principal fator relacionado a ITUh (54,16%),
seguido do sexo feminino (41,6%), imunodepresséo medicamentosa (12,5%) e Diabetes
Mellitus (4,16%). O germe mais prevalente foi a Escherichia coli (33,3%), seguido por
Klebsiella pneumoniae (25%) e Pseudomonas aeruginosa (12,5%). Enterococcus faecalis,
Proteus penneri, Acinetobacter baumaniilhaemolyticus, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus aureus, Yersinia pseudotuberculosis e Staphylococcus epidermidis re-
presentam 4,16% cada. As drogas eficazes contra os Gram negativos foram Amicacina,
Imipenem e Gentamicina com, respectivamente, 19, 18 e 17 amostras sensiveis. Sulfa-
metoxazol+Trimetropim apresentou elevado indice de resisténcia, 11 amostras. Fluoro-
quinolonas néo tiveram um bom desempenho, 31,25% de resisténcia a levofloxacino e
30% a ciprofloxacino. Conclusées: A padronizagédo das normas da CDC quanto a sonda-
gem vesical se mostra importante para reduzir a principal causa de ITU. Os Gram negati-
vos encontrados possuem grande resisténcia ao SMX-TMP e as fluoroquinolonas, porém
os aminoglicosideos se mostraram muito eficazes. Cefalosporinas também nédo séo boas
opgdes para o tratamento de ITUh em nossa unidade.

Palavras-chave
Infecgdo urindria; Resisténcia bacteriana; Infecgao urinaria hospitalar; Urocultura

bém, afetar os profissionais de saude durante o exercicio
da sua atividade. AITUc tem relacéao direta com a duracéao

Ainfecgao do trato urinario (ITU) constitui um dos prin-
cipais tipos de infeccao hospitalar, sendo a presenca de
cateter urinario o principal fator de risco.(? AITU hospita-
lar (ITUh) é responsavel por aproximadamente 40% de
todas as infecgbes hospitalares, sendo também uma das
fontes importantes de sepse hospitalar.® Outros fatores
de risco associados a bacteritria em pacientes catete-
rizados incluem: duracéo do procedimento, tipo de cate-
terizacdo e do sistema de drenagem, terapia antimicro-
biana, severidade do quadro que induziu a internacéo e
doenca de base.?4

Ainfeccéo do trato urinario relacionada a cateterizacédo
vesical (ITUc) é ainfecgdo associada aos cuidados de sau-
de (IACS) mais comum nos Estados Unidos. IACS é ainfec-
¢éo adquirida pelos doentes em consequéncia dos cuida-
dos e procedimentos de salide prestados e que pode, tam-

da cateterizacéo, estando esse fator sempre presente em
analises multivariadas. Entre os fatores de risco, este tem
sido considerado o mais importante para o desenvolvimento
de bacteriuria.5®

A condicdo predisponente mais comum nos pacien-
tes com infeccéo de vias urinarias € um fluxo urinario com-
prometido mecanica ou funcionalmente, como obstrucao
da bexiga, estrangulamento da uretra, hipertrofia prostatica,
expanséo do utero durante a gravidez, nefropatia diabética
e poliomielite.™

As ITUs incidem com maior frequéncia em mulheres
devido a alguns fatores intrinsecos ao aparelho feminino,
como: extensd@o da uretra e colonizagédo da regido peri-
uretral.®

Os agentes etiologicos de ITUs sdo, geralmente, pro-
venientes da microbiota intestinal. Dentre os agentes mais

"Doutoranda da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Sergipe — UFS — Aracaju, SE, Brasil.
2Mestre em Ciéncias da Salde pela Universidade Federal de Sergipe — UFS. Especializacdo em Infectologia no Hospital Heliépolis — Sdo Paulo, SP, Brasil.
Professor Efetivo de Infectologia da Universidade Federal de Sergipe — UFS — Aracaju, SE, Brasil.
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comuns de bacteriurias hospitalares estdo E. coli, K.
pneumoniae, Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia
spp., Providencia spp. e Enterococcus spp., sendo E. coli
o mais frequente.®

Ainfeccéo do trato urinario é, provavelmente, uma das
infeccdes que, com maior frequéncia, é tratada sem que
haja certeza do diagnostico.('?

O objetivo deste estudo foi conhecer os microrganis-
mos presentes nas infec¢des do trato urinario nos pacien-
tes atendidos no Hospital Universitario da Universidade
Federal de Sergipe, observando a prevaléncia dos micror-
ganismos, fatores de risco e sua suscetibilidade frente aos
antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Delineamento da pesquisa

Inquérito transversal, descritivo, observacional, com
base nos registros da CCIH do HU/UFS.

Durante o periodo de janeiro de 2009 a maio de 2010,
foram avaliadas, de forma retrospectiva, 24 amostras de
uroculturas positivas classificadas como IRAS (infecgao re-
lacionada a assisténcia a saude) pela CCIH de pacientes
internados no Hospital Universitario de Sergipe, sendo que
todas foram incluidas no presente estudo pelo critério de
interpretacéo baseado na contagem de bactérias, ou seja,
com crescimento > 10°UFC/mL.

Os pacientes foram divididos por unidades de
internacgéo, tais como, Clinica Médica, UTI, Clinica Cirurgi-
ca e Psiquiatria. Cada enfermaria citada abriga 40, 5,42 e
8 leitos, respectivamente, num total de 95 leitos. Além des-
tes, o hospital possui Enfermaria de Pediatria onde com-
porta 20 leitos, porém nenhum desses pacientes serviu de
amostra para o estudo.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Fe-
deral de Sergipe em reuniao realizada dia 07/05/2010,
CAAE - 0002.0.107.000-10 (Anexo A). Apés a aprovacao,
iniciou-se a coleta retrospectiva dos dados por meio das
fichas de notificagdes da CCIH e dos prontuarios desse
atendimento.

As amostras foram urinas de jato médio. Os pacien-
tes foram orientados para realizar uma higienizacao prévia
na regiao genital, salientando-se estes cuidados principal-
mente no sexo feminino, onde o risco de contaminacéo é
maior, desprezando-se o primeiro jato de urina e o restan-
te da miccédo diretamente no frasco a ser realizada a
urocultura. Também foi processada urina coletada com son-
da vesical.

Em nossa unidade, a introducdo das sondas vesicais
é feita pelo profissional de Enfermagem com ensino supe-
rior. Ocasionalmente, os médicos residentes podem ser res-
ponsaveis por esse ato.
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Foram incluidos no estudo os pacientes maiores de
18 anos com diagnéstico de infecgdo do trato urinario (ITU)
de origem hospitalar com urocultura positiva. Foram consi-
derados como sintomas do trato urinario: disuria, polaciuria,
tenesmo, urgéncia, retencédo miccional, incontinéncia
urinaria associada ou ndo a sintomas gerais como febre,
calafrios, prostracéo, anorexia, vomitos, dor abdominal ou
lombar. Foram excluidos do estudo, pacientes com ITU co-
munitaria, portadores de balanopostite ou vulvovaginite,
gestantes ou menores que 18 anos.

As amostras de urina foram coletadas em frascos es-
téreis, onde foram feitas as semeaduras em meio de cultu-
ra EMB e Cled, utilizando-se uma alga calibrada de 1 plL).
O agar EMB é utilizado para o isolamento e diferenciacao
de bacilos entéricos Gram negativos (Enterobacteriaceae
e outros bastonetes Gram negativos) e o agar Cled permi-
te o crescimento de microrganismos Gram positivos e Gram
negativos presentes na urina. As culturas foram incubadas
em estufa durante 24 horas, a 37°C. Foram consideradas
positivas as urinas que apresentaram crescimento igual ou
superior a 10° UFC/mL.

A identificacdo dos microrganismos e o teste de sen-
sibilidade aos antibi6éticos foram feitos por meio auto-
matizado, no aparelho Micro Scan, onde os niveis de resis-
téncia foram comparados com os padrées do Clinical and
Laboratory Standards Institute/Nacional Committee For
Clinical Laboratory Standards (CLSI/NCCLS 2007). Os da-
dos obtidos foram associados com a idade, sexo e unida-
de de internacgéo dos pacientes.

Depois da identificacdo do agente etiolégico e do tes-
te de sensibilidade aos antibiéticos, o laudo era digitado
para que o médico pudesse ter um melhor acompanhamen-
to do quadro clinico.

RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2009 a maio de 2010, 3.269
pacientes foram admitidos no Hospital Universitario da Uni-
versidade Federal de Sergipe (HU/UFS),2.100 em 2009 e
1.169 até o dia 31 de maio de 2010. Desses, 18,35% (600)
submeteram-se a urocultura. Trinta e duas culturas de jato
médio de urina foram classificadas como infecgéo relacio-
nada a assisténcia a saude (IRAS) e constituiram a amos-
tra inicial, da qual oito pacientes foram excluidos por cau-
sas diversas (Tabela 1). A amostra final foi constituida de
24 uroculturas que preencheram os critérios de incluséo.

Tabela 1- Motivos para exclusao no estudo

Motivo para exclusado no estudo 2009 2010 (até 31 de maio)
Paciente com menos de 18 anos 2 2
Urocultura ndo disponivel 4 0
Total de excluidos 6 2
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As uroculturas foram oriundas de trés enfermarias
com seus respectivos leitos de isolamentos e da UTI. Oito
amostras foram provenientes da Clinica Médica, cinco da
Clinica Cirurgica, trés da Psiquiatria e oito da UTI. Trés
pacientes ocuparam leitos de isolamento e sete necessita-
ram de internacdo hospitalar no ultimo ano. Um paciente
foi transferido diretamente de outro hospital (Hospital Nestor
Piva) para o Hospital Universitario de Sergipe.

Os idosos foram responsaveis por 37,5% (9/24) do
total, os demais tinham entre 18 e 59 anos. Amaioria, 58,3%
(14/24), era do sexo masculino. Pouco mais de 8% da
amostra estudada evoluiu para o 6bito durante a interna-
céo hospitalar, 8,3% (2/24). Nenhum dos 6bitos teve como
causa infeccdo do trato urinario. Dos 24 pacientes inclui-
dos na amostra final, 13 (54,16%) adquiriram infec¢céo do
trato urinario por cateterizacao (ITUc), trés por sondagem
vesical de alivio e dez por sondagem vesical de demora.
Destes, 40% (4/10) tiveram menos de 14 dias de sonda-
gem e 60% (6/10), 14 ou mais dias.

O tempo da admisséo até a coleta da urocultura tam-
bém foi analisado. Sete uroculturas classificadas como
IRAS foram realizadas em até 10 dias da admisséo; de 11
a 20 dias, nove uroculturas; de 21 a 30 dias, duas uroculturas
e a partir de 31 dias, seis uroculturas.

A andlise de fatores de risco ratificou a sondagem
vesical como principal fator relacionada a ITUh (54,16%;
13/24). Outros fatores considerados de risco para infec-
céo do trato urinario encontrados nesta casuistica foram:
sexo feminino (41,6%; 10/24), imunodepressdao medica-
mentosa (12,5%; 3/24) e Diabetes mellitus (4,16%; 1/24).

Considerando a presenca de sintomas de infecgéo
do trato urinario como sendo disuria, polacitria, tenesmo,
urgéncia, retencdao miccional, incontinéncia urinaria asso-
ciada ou ndo a sintomas gerais como febre (>37,8°C), ca-
lafrios, prostragéo, anorexia, vomitos, dor abdominal ou lom-
bar, observou-se a presenca de sintomas em 70,83% (17/
24) dos casos. A febre foi o sintoma mais comum (45,83%;
11/24) seguido de disuria (41,6%; 10/24).

O germe mais prevalente foi a Escherichia coli (33,3%;
8/24), seguido por Klebsiella pneumoniae (25%; 6/24),
Pseudomonas aeruginosa (12,5%;3/24). Enterococcus
faecalis, Proteus penneri, Acinetobacter baumanii/haemo-
Iyticus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
aureus, Yersinia pseudotuberculosis e Staphylococcus
epidermidis representaram 4,16% (1/24) cada (Tabela 2).

Os perfis de sensibilidade foram analisados nas Ta-
belas 3, 4,5, 6 e 7. Estas estabeleceram o perfil de sensi-
bilidade da Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, do género Staphylococcus e
Gram negativos.

Nesse estudo, Escherichia coli demonstrou 100% de
sensibilidade a amicacina e ao imipenem. Gentamicina
também se comportou como uma droga sem muita resis-
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Tabela 2- Perfil dos pacientes e uroculturas inclusos no estudo

Varidveis n %
Idade
18 a 64 anos 17 70,9
Idade > 65 anos 7 29,1
Sexo
Masculino 14 58,3
Feminino 10 417
Sondagem vesical 13 54,2
Sonda vesical de alivio 3 23,1
Sonda vesical de demora 10 76,9

Duracdo da Sondagem vesical de demora(dias)

Sondagem vesical de demora <13 dias 4 40
Sondagem vesical de demora >14 dias 6 60
Tempo da admisséo a coleta da urocultura(dias)
<10 dias 7 29,2
11 a 20 dias 9 37,5
21a30 2 8,3
> 30 dias 6 25
Fatores de risco
Sondagem vesical 13 542
Sexo feminino 10 41,6
Imunodepressao medicamentosa 3 12,5
Diabetes mellitus 1 42
Presencga de sintomas associados a ITUh 17 70,8
Febre 11 45,8
DisUria 10 41,6
Patégeno
Escherichia coli 8 33,3
Klebsiella pneumoniae 6 25
Pseudomonas aeruginosa 3 12,5
Enterococcus faecalis 1 42
Proteus penneri 1 42
Acinetobacter baumanii/haemolyticus 1 42
Yersinia pseudotuberculosis 1 42
Staphylococcus aureus 1 4,2
Staphylococcus haemolyticus 1 42
Staphylococcus epidermidis 1 4,2

Tabela 3 - Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de Escherichia
coli

lfos”gheﬁchia Sensivel Intermediaria Resistente ESBL!
Amicacina 8 (100%) 0 0 0
Amox-Clav? 4 (66,7%) 2 (33,3%) 0 0
Cefepime 3(375%) 1(12,5%) 4 (50%) 0
Ceftriaxona 4 (50%) 0 3(375%) 1(12,5%)
Cefalotina 2 (33,3%) 0 4 (66,7%) 0
Ciprofloxacino 4 (50%) 0 4 (50%) 0
Gentamicina 7 (87,5%) 0 1 (12,5%) 0
Imipenem 8 (100%) 0 0 0
Levofloxacino 4 (50%) 0 4 (50%) 0
SMX+TMP? 0 1(125%) 7 (87,5%) 0

" Extended-Spectrum Beta-Lactamases
2 Amoxacilina-Clavulanato
* Sulfametoxazol-Trimetropim
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Tabela 4 - Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella

Tabela 7- Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de Gram negativos.

Gram

pneumoniae

Klebsiella_ Sensivel Intermedidria Resistente ESBL'
pneumoniae

Amicacina 5 (83,3%) 0 1 (16,7%) 0
Amox-Clav? 2 (66,7%) 0 1 (33,3%) 0
Cefepime 4 (66,7%) 0 2 (33,3%) 0
Ceftriaxona 4 (66,7%) 0 1(16,7%) 1 (16,7%)
Cefalotina 1(33,3%) 1(33,3%) 1 (33,3%) 0
Ciprofloxacino 3 (50%) 1(33,3%) 2(16.7%) 0
Gentamicina 4 (66,7%) 0 2 (33,3%) 0
Imipenem 6 (100%) 0 0 0
Levofloxacino 4 (66,7%) 0 2 (33,3%) 0
SMX+TMP? 3 (50%) 0 3 (50%) 0
Meropenem 1 (100%) 0 0 0

' Extended-Spectrum Beta-Lactamases

2 Amoxacilina-Clavulanato

3 Sulfametoxazol-Trimetropim

Tabela 5 - Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas Sensivel Intermediaria Resistente ESBL'
aeruginosa

Amicacina 3 (100%) 0 0 0
Cefepime 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0 0
Ciprofloxacino 2 (66,7%) 0 1 (33,3%) 0
Gentamicina 3 (100%) 0 0 0
Imipenem 2 (66,7%) 0 1 (33,3%) 0
Pip-Tazo? 0 2 (66,7%) 0 1 (33,3%)

"Beta-Lactamase induzida
2Piperacilina-Tazobactam

Tabela 6 - Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos do género

Staphylococcus

Staphylococcus  Sensivel Intermediaria Resistente ESBL'
Linezilida 2 (66,7%) 0 1(16,7%) 1 (33,3%)
Vancomicina 2 (66,7%) 0 1(33,3%) 1 (33,3%)
Amp-Sulb? 1 (33,3%) 0 2(33,3%) 2 (66,7%)
Oxacilina 1 (33,3%) 0 1(16,7%) 2 (66,7%)
Rifampicina 2 (66,7%) 0 1(33,3%) 1 (33,3%)
Ciprofloxacino 1 (33,3%) 0 2(16.7%) 2 (66,7%)
Tetraciclina 1(333%) 1(333%) 2(333%) 1(33,3%)
Levofloxacino 1 (50%) 0 0 1 (50%)
SMX+TMP? 2 (100%) 0 2 (33,3%) 0
Daptomicina 1 (100%) 0 3 (50%) 0
Ertapenem 0 0 0 1 (100%)

" Ampicilina-Sulbactam
2 Sulfametoxazol-Trimetropim
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negativos Sensivel Intermediaria Resistente ESBL' B2
Amicacina 19(95%) 0 1(5%) 0 0
Amox-Clav * 6(66,6%) 2(22,2%) 1(11,1%) 0 0
Cefepime 13(65%) 2(10%) 5(25%) 0 0
Ceftriaxona 10(62,5%) 0 4(25%) 2(12,5%) 2(12,5%)
Cefalotina 5(50%) 1(10%) 4(40%) 0 0
Ciprofloxacino  13(65%) 1(5%) 6(30%) 0 0
Gentamicina 17(85%) 0 3(15%) 0 0
Imipenem 18(94,7%) 0 1(5,3%) 0 0
Meropenem 1(50%) 0 1(50%) 0 0
Levofloxacino  11(68,75%) 0 5(31,25%) 0 0
SMX+TMP ¢ 4(25%) 1(6,25%) 11(68,75%) 0 0
Ampicilina 0 0 1(100%) 0 0
Amp-Sulb 2(100%) 0 0 0 0
Pip-Tazo® 1(25%) 2(50%) 0 0 0
Ertapenem 1(100%) 0 0 0 0
Aztreonam 1(100%) 0 0 0 0
Cefotetan 1(100%) 0 0 0 0
Cefuroxime 1(100%) 0 0 0 0
Ticar/K.clav °® 1(100%) 0 0 0 0

! Extended-Spectrum Beta-Lactamases
?Beta-Lactamase induzida

3 Amoxacilina-Clavulanato

4 Sulfametoxazol-Trimetropim

5 Piperacilina-Tazobactam

5 Ticarcilina-Clavulanato

téncia, 87,5% de sensibilidade nas amostras analisadas.
Sulfa-metoxazol associado a trimetropim teve grande
percentual de resisténcia (87,5%).

Imipenem teve 100% de sensibilidade com a K.
pneumoniae. Amicacina teve uma amostra resistente, po-
rém 83,3% foram sensiveis. Com a Klebsiella pneu-
moniae, sulfametoxazol + trimetropim teve um desempe-
nho de 50% de resisténcia. Nas uroculturas com anti-
biograma, os aminoglicosideos (amicacina e gentamicina)
tiveram 100% de sensibilidade nas amostras de Pseudo-
monas aeruginosa e ao imipenem teve uma amostra re-
sistente (33,3%).

Com o género Staphylococcus, nenhum antibiético
teve 100% de sensibilidade nas trés amostras. Os que
mais se aproximaram foram linezilida, vancomicina e
rifampicina; 66,7% de sensibilidade em trés amostras.
Quando analisados, daptomicina e sulfametoxazol +
trimetropim foram sensiveis, respectivamente, em uma e
duas amostras.

Quando agrupados em Gram negativos, as drogas
mais eficazes foram amicacina, imipenem e gentamicina
com, respectivamente, 19, 18 e 17 amostras sensiveis a
estes. Sulfametoxazol + trimetropim foi o que mais apre-
sentou resisténcia, 11 amostras no total. As fluoroquinolonas
nao tiveram um bom desempenho, 31,25% de resisténcia
a levofloxacino e 30% a ciprofloxacino.
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Foi encontrado perfil ESBL (Extended Spectrum Beta-
Lactamase) tanto em amostra de E. coli como de K.
pneumoniae.

DISCUSSAO

Este estudo descreve as caracteristicas dos pacien-
tes e os principais patégenos causadores das ITU hospita-
lares no Hospital Universitario de Sergipe, bem como, o
perfil de resisténcia aos antimicrobianos e fatores associ-
ados.

Neste estudo, a terceira idade representou 37,5% do
total. Aincidéncia de ITU aumenta com a idade, sendo que
mulheres acima dos 65 anos apresentam maior taxa de
hospitalizacéo por pielonefrite do que os homens e mulhe-
res mais jovens. Em idosos, as ITUs sédo a causa mais co-
mum de bacteremia, sendo responsaveis por altas taxas
de morbimortalidade. Nestes pacientes, a presenca de ITUs
prévias, o uso de cateteres vesicais de demora, outras do-
encas concomitantes, institucionalizacdo e declinio do
status cognitivo associam-se a piores prognésticos.('1?

Neste estudo, o sexo masculino foi responsavel por
53,8% das uroculturas relacionadas a ITUh. Diferentemen-
te, no estudo de Pavanello et al., evidenciou-se um predo-
minio de 60,5% do sexo feminino nos pacientes com ITUh
do Hospital Samaritano de Sao Paulo.(™ Blatt et al. des-
creveram a prevaléncia de ITUs em relagédo ao sexo apre-
sentando diferenca significativa na analise estatistica, com
maior predominancia do sexo feminino.'4)

Dos 24 pacientes incluidos na amostra final, 13
(54,16%) adquiriram infec¢ao do trato urinario por catete-
rizagdo (ITUc). Trés por sondagem vesical de alivio e dez
por sondagem vesical de demora. Destes, 40% (4/10) apre-
sentaram ITUc com menos de 14 dias de sondagem e 60%
(6/10) com 14 ou mais dias. A chance de desenvolver ITU
hospitalar cresce 5% por dia de cateterismo vesical. Oi-
tenta por cento das ITUh sdo associadas a cateterizagéo.
Febre, pielonefrite, calculos do trato urinario e inflamacgéao
renal cronica sado algumas das outras complicagées deste
procedimento. AITUc também prolonga a internagéo e au-
menta o custo dos cuidados de sauide. Infelizmente, o uso
inadequado e excessivo do cateter ainda persiste.("

Bhatia et al. encontraram uma frequéncia de catete-
rizagdo inadequada menor (28,8%) quando comparado
com estudos anteriores, nos quais estima-se que vao de
30% a 50%. Os fatores de risco associados a infecgéo do
trato urinario foram idade > 60 anos, cateterismo de emer-
géncia e longa duracéo da cateterizacdo (> 3 dias). Os
pacientes idosos foram mais suscetiveis a todas as infec-
¢bes e a ITUc nao foi excecgdo.(™ Apesar da identificacdo
seletiva dos patégenos nas uroculturas, Nickel et al. relata-
ram que, apesar de varios tipos morfolégicos observados
na colonizacao de cateteres urinarios, apenas uma peque-
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na fragdo dos microrganismos poderia ser detectada pela
cultura microbiolégica tradicional (6"

No HU/UFS, a grande maioria dos germes identifica-
dos foram Gram negativos, correspondendo a 83,3% (20/
24) das amostras encontradas neste estudo.('®'® Dentre os
Gram negativos, foram encontrados Escherichia coli
(33,3%; 8/24), seguidos por Klebsiella pneumoniae (25%;
6/24), Pseudomonas aeruginosa (12,5%; 3/24), Proteus
penneri, Acinetobacter baumaniilhaemolyticus e Yersinia
pseudotuberculosis 4,16% (1/24) cada. Trés amostras ti-
veram cultura positiva para Gram positivos, sendo isola-
dos Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis com
4.16% (1/24) cada. Dallacorte et al., analisando uma uni-
dade hospitalar de geriatria do Rio Grande do Sul, encon-
traram elevado predominio de E. coli em uroculturas (20/
24).12 No estudo de Sadder et al., os Gram negativos tam-
bém demonstraram ser os principais patégenos envolvidos
em ITUs de origem hospitalar — E. coli (47,6%), P. aerugi-
nosa (12,6%), Klebsiella spp. (9,8%) e Enterobacter spp.
(5,8%).9 Merle et al., avaliando a incidéncia de ITUs de
origem hospitalar em pacientes internados em um Servico
de Urologia observaram que, dentre os microrganismos
isolados, 23,9% foram P. aeruginosa, 20,4% Enterococcus
spp., 13,4% E. coli e 11,1% Staphylococcus aureus.?"

A principal espécie encontrada nas amostras de
urocultura nesta casuistica, E.coli, demonstrou grande re-
sisténcia a associacao sulfametoxazol + trimetropim e as
fluoroquinolonas (ciprofloxacino e levofloxacino), respecti-
vamente 87,5% e 50%. Escherichia coli demonstrou 100%
de sensibilidade a amicacina e imipenem. Gentamicina tam-
bém se comportou como uma droga sem muita resistén-
cia, 87,5% de sensibilidade nas amostras analisadas. Mo-
reno et al. afirmaram que, do total de 150 cepas de E. coli
estudadas, 31 (21%) foram resistentes as quinolonas e 18
(12%) também foram resistentes as fluoroquinolonas, 44
(29,3%) eram resistentes ao sulfametoxazol + trimetro-
pim.?2 Nicoletti et al. encontraram 27% de cepas resisten-
tes a ciprofloxacino (94/345).% Correia et al., na unidade
hospitalar de Bragancga, em Portugal, citam prevaléncia de
suscetibilidade da E.coli a amicacina em 93,3% e ao
imipenem em 97,8% das amostras de pacientes internos.?4

A Klebsiella pneumoniae apresentou 33,3% de re-
sisténcia as fluoroquinolonas e a ceftriaxona. A frequéncia
de resisténcia as fluoroquinolonas da Klebsiella spp. foi
de 33% e as cefalosporinas de terceira geracgéao foi de 35%,
no estudo de Tlamgani et al.(*®

Foram encontradas duas amostras de bactérias Gram
negativas com perfil ESBL, produtoras de beta-lactamases
de espectro ampliado, Escherichia coli e Klebsiella pneu-
moniae (8,3%; 2/24). Os principais produtores desta
enzima sao as bactérias da familia Enterobacteriaceae,
como Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.*®
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Alguns estudos tém revelado a existéncia de varios
fatores de risco independentes entre si, associados a pro-
ducéo de ESBLs.?" O principal fator, sem dulvida, esta re-
lacionado ao tempo de permanéncia do paciente nos hos-
pitais, principalmente nos centros de tratamento intensivo
(CTls). Outro fator importante, em casos de hospitalizagcao
anterior, seria o uso de diversos antimicrobianos para
erradicacao da infeccgédo, principalmente cefalosporinas de
amplo espectro. Procedimentos invasivos, como cateteres
urinarios, também estéo relacionados ao surgimento de
ESBL.2829

O estudo no HU/UFS ratificou os fatores de risco, sen-
do encontrada sondagem vesical de demora e internamento
hospitalar prévio no ultimo ano. Todos os pacientes com
bactérias com ESBL constatados na urocultura tiveram es-
tadia na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e permanéncia
maior que vinte dias no hospital.

A ampla e rapida distribuicéo geografica das ESBLs
é uma ameaca com que os hospitais do mundo inteiro es-
tdo se deparando desde o inicio dos anos 80. As formas
usuais de transmisséo incluem a disseminacao clonal das
cepas produtoras de ESBLs ou a disseminacgdo através
de genes produtores de ESBLs carreados por plasmideos
que sao transmitidos entre géneros diferentes de entero-
bactérias. Ambas, a disseminagéo por plasmideos ou a
propria multiplicacdo bacteriana, podem ocorrer conco-
mitantemente. Além disso, alguns estudos t¢m demonstra-
do que o mesmo gene codificador tem sido encontrado em
diferentes plasmideos presentes em diferentes cepas.

Os Gram negativos isolados em urocultura de pacien-
te internos no HU/UFS mostraram inviabilidade no uso da
associacao de sulfametoxazol + trimetropim. As fluoro-
quinolonas e cefalosporinas de primeira, terceira e quarta
geracgéo nado apresentam a eficacia almejada. Nesse estu-
do, verificamos a necessidade de buscar o isolamento do
germe e seu perfil de sensibilidade no tratamento das ITUh.
E salientamos o excelente perfil em relagéo a sensibilidade
dos aminoglicosideos frente aos patégenos causadores de
infeccao do trato urinario hospitalar, a despeito dos seus efei-
tos adversos e toxicidades. Os carbapenémicos também séo
alternativa no tratamento de ITUh, porém ndo devem ser usa-
dos como primeira opgdo em todos os casos.

Apesar do estado de alerta quanto aos Gram negati-
vos ESBL nesta unidade hospitalar, ndo houve evidéncia
de MRPA (multi-resistant P. aeruginosa) nas amostras de
Pseudomonas aeruginosa analisadas. O enterecoco en-
contrado ndo apresentava resisténcia a vancomicina.

O isolamento e cuidados especiais no contato com
pacientes infectados com bactérias multirresistentes séao
pontos cruciais no controle da disseminacao de tais micro-
organismos no ambiente hospitalar. Além da separacéao fi-
sica dos pacientes infectados ou colonizados por bactéri-
as multirresistentes, devem-se tomar alguns cuidados du-
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rante o contato com estes pacientes, tais como: atencao
cuidadosa na antissepsia, além da utilizacao de vestimenta
especifica com objetivo de protecao individual.

E de fundamental importancia a participagéo de to-
dos os profissionais da area da saude na adogédo de medi-
das preventivas com relagéo as infec¢des urinarias de ori-
gem hospitalar, bem como em campanhas que estejam
sempre voltadas para o uso racional de sonda vesical de
demora ou, pelo menos, redugéo do tempo de sua utiliza-
¢éo, além dos cuidados técnicos com o cateter visto que
esse dispositivo constitui o principal fator de risco para
ocorréncia dessas infecgoes.

Agradecimentos

Agradeco a minha familia, em especial a minha mae,
e ao Dr. Jerénimo Araujo pelo apoio na conclusé@o desse
projeto.

Abstract

Objective: To know the microorganisms present in urinary tract infections
in patients treated at University Hospital of Sergipe, observing prevalence
of microorganisms, risk factors and antimicrobial susceptibility. Methods:
A cross-sectional study, descriptive, observational, based on records of
the CCIH UH/FUS. From January 2009 to May 2010, the total was 24
urine cultures. Results: Catheterization is the main factor related to UTIh
(54.16%, 13/24), followed by females (41.6%, 10/24), immunosuppression
drug (12.5%, 3/24) and Diabetes mellitus (4.16%, 1/24). The germ was
the most prevalent Escherichia coli (33.3%, 8/24), followed by Klebsiella
pneumoniae (25%, 6/24), Pseudomonas aeruginosa (12.5%, 3/24).
Enterococcus faecalis, Proteus penneri, Acinetobacter baumannii/
haemolyticus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis and Yersinia pseudotuberculosis
representing 4.16% (1/24) each. Drugs effective against Gram negative
organisms were amikacin, imipenem and gentamicin with respectively
19, 18 and 17 sensitive strains. Trimethoprim - Sulfamethoxazole showed
a large rate of resistance, 11 samples. Fluoroquinolones haven't had a
good performance, 31.25% resistance to levofloxacin and 30% to
ciprofloxacin. Conclusions: The standardization of the rules of the CDC
regarding urinary catheterization proves important to reduce the main
cause of UTI. The Gram negative bacteria have encountered great
resistance to SMX-TMP and fluoroquinolones, but aminoglycosides were
very effective. Cephalospotrins are not good options for the treatment of
UTlIh in our unit.

Keywords
Urinary infection; Bacterial resistance; Hospitalar urinary infection;
Uroculture
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INTRODUCAO

Resumo

As caracteristicas microbioldgicas e a suscetibilidade de 446 cepas de Escherichia coli
uropatogénicas de origem comunitaria, diagnosticadas no municipio de Ponta Grossa,
Parana, foram estudadas. Com base nas caracteristicas microbiolégicas, as cepas foram
classificadas em sete grupos: lactose positiva, lactose negativa, alfa hemoliticas, beta
hemoliticas e trés cédigos de biétipos com frequéncia superior a 10%. Vinte e nove cédi-
gos de bidtipos foram identificados e trés com lactose positiva se destacaram represen-
tando cerca de 63,5% dos isolados. Observou-se que 27% das cepas nao apresentaram
nenhuma resisténcia e foram sensiveis aos 19 antimicrobianos testados e 8,9% foram
resistentes para mais de trés antimicrobianos entre os de primeira escolha. Cepas de
Escherichia coli uropatogénica nao fermentadoras da lactose foram 13,2% e essas cepas
apresentaram menor suscetibilidade geral, onde a taxa de resisténcia frente as fluoro-
quinolonas foi o dobro (cerca 14%) quando comparada com a taxa de resisténcia geral
que foi de 7%. Taxas de resisténcia <10% foram observadas para nitrofurantoina,
gentamicina e norfloxacina, indicando que podem ser utilizados empiricamente e taxas de
resisténcia >20% foram exibidas pela ampicilina, sulfametaxazol-trimetoprim e cefalotina
indicando que o seu uso deve ter como referéncia o resultado do antibiograma.

Palavras-chave
infecgao urinaria; Escherichia coliuropatogénica; Antibiograma

E. coli comensal ndo apresenta em seu genoma
os genes que comumente codificam os fatores de viru-

Ainfeccéo do trato urinario (ITU) € uma das infecgdes
bacterianas mais comuns encontradas na pratica clinica, e
Escherichia coli uropatogénica (ECUP) é o principal agente
etiologico. Esse microrganismo é responsavel por 70%-
95% dos casos de ITU adquiridas na comunidade e em
torno de 50% dos casos de infecgao hospitalar.")

Escherichia coli € um bacilo Gram negativo, anaero6-
bio facultativo, pertencente a familia das Enterobac-
teriaceae.® E uma bactéria extremamente heterogénea e
complexa. Do ponto de vista de suas relagdes com o ho-
mem, podem-se distinguir trés grandes grupos de amos-
tras: i) um que habita os nossos intestinos (E. coli comen-
sal); ii) outro que causa infecgdes intestinais (E. coli
enteropatogénica); e iii) o grupo que causa infecgdes extra-
intestinais (E. coli extraintestinal).

Iéncia e difere das cepas patogénicas. Usualmente, E.
coli comensal s6 causa infecgcdo em inumodeprimidos
ou quando encontra situagdes nao fisiolégicas, como o
uso de cateteres implantados nas vias urinarias. O in-
dividuo normal raramente é infectado pela E. coli co-
mensal.®

O grupo da E. coli enteropatogénica é constituido de
seis grupos de importancia médica: 1) E. coli enteropato-
génica (EPEC — eteropathogenic E. coli); 2) E. coli
enteroinvasora (EIEC — enteroinvasive E. coli); 3) E. coli
enterohemorragica (EHEC — enterohemorrhagic E. coli);
4) E. coli enteroagregativa (EAEC — enferoaggregative E.
coli) e 5) E. coli enterotoxigénica (ETEC — enterotfoxigenic
E. coli) e E. coli difusamente aderente (DAEC - diffusely
adherent E. coli).®
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E. coli patogénica extraintestinal é formada por um
conjunto de amostras que causam infec¢des por meca-
nismos comuns. As sindromes clinicas mais comuns séo:
ITU (E. coli uropatogénica), bacteremia (E. coli associada
com sepse), e a meningite em neonatos (E. coli associada
com meningite neonatal).®

ECUP é originaria do intestino, e comparacdes atra-
vés de técnicas moleculares mostram que esses microrga-
nismos possuem caracteristicas que os diferenciam de
Escherichia coli comensal fecal. O fato de ECUP ser en-
contrada no intestino sugere que a transmissao ocorra atra-
vés do ciclo oral-fecal. Técnicas moleculares mostraram
também que a transmisséo sexual é possivel, uma vez que
foram isoladas ECUP de parceiros de mulheres jovens com
infecgdo urinaria.

A partir dos intestinos, ECUPs podem migrar e colo-
nizar as regides proximas da uretra. Oportunamente, en-
tram na uretra, sobem para a bexiga e aderem aos recep-
tores no epitélio vesical causando cistite. Mais raramente,
a partir da bexiga, ECUPs podem ganhar os ureteres e
chegar aos rins, desenvolvendo pielonefrite e, eventualmen-
te, atravessar o epitélio, cair na corrente sanguinea e cau-
sar bacteremia.®

A urocultura é o exame microbiol6gico mais realiza-
do em Laboratérios de Analises Clinicas, uma vez que as
ITU estdo entre as infecgdes mais frequentes. Em estudos
onde o percentual de positividade das uroculturas foi avali-
ado observaram-se taxas variando entre 15,6% a 23%.%7"

A grande maioria das infecg¢des urinarias é caracteri-
zada pela presenca de um nimero elevado de leucécitos
na amostra (leucocitaria), sendo importante verificar, junta-
mente com a cultura, a contagem de leucécitos e a presen-
¢a de microrganismos (bacteritria).®

A ITU pode ser sintomatica ou assintomatica,® e a
quantificacdo das unidades formadoras de col6énias (UFC)
presentes na urina € uma maneira de separar a contamina-
c¢do de uma infeccdo. Os pacientes com infecgdo apre-
sentam, geralmente, um Unico ou até dois microrganis-
mos e cerca de > 10° UFC/mL, embora contagens de
até >102 UFC/mL de coliformes possam ser considera-
das significativas em infec¢cdo aguda sintomatica em mu-
Iheres.("9

A metodologia adotada na maioria dos laboratérios
consiste na inoculacéo de aliquotas do material em placas,
com o auxilio de uma alga calibrada de 1uL ou 10 yL, para
a quantificacdo das UFC/mL e posterior identificacdo
bacteriana baseada em provas bioquimicas. AECUP cresce
rapidamente (18 a 24 horas) em meios geralmente utiliza-
dos nos laboratérios de microbiologia clinica, tais como
agar CLED (agar cistina-lactose-deficiente em eletroélitos)
e agar MacConkey. O agar CLED pode ser substituido pelo
agar sangue e o agar MacConkey pelo agar EMB (agar
eosina-azul de metileno).®
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A identificacdo das enterobactérias baseia-se princi-
palmente na presenca ou néo de diferentes enzimas codifi-
cadas pelo material genético dos cromossomos bacte-
rianos. Essas enzimas participam do metabolismo bacte-
riano em diversas vias que podem ser detectadas por mei-
os especiais utilizados em técnicas de cultivo in vitro.!'"" O
processo desde a semeadura da urina em placa até a iden-
tificacdo bacteriana demora no minimo 48 horas. Em al-
guns casos, a identificagdo requer provas adicionais para
confirmacéao, o que podera adiar o laudo final para até 72
horas.®® Ap6s ou juntamente com a identificagéo bioquimi-
ca é realizado o antibiograma.

Embora Escherichia coli seja uma bactéria de facil
identificacdo no laboratério de microbiologia clinica, obser-
vamos no dia-a-dia que essa bactéria € muito complexa e
apresenta diferentes caracteristicas microbiologicas devi-
do ao seu crescimento em placas e diferentes c6digos de
biétipos que sdo identificados por meio da utilizacdo de
provas bioquimicas. Dessa forma, pensou-se em realizar
esse trabalho com o objetivo de estudar as diferentes ca-
racteristicas microbiolégicas de Escherichia coli uropa-
togénica diagnosticadas no municipio de Ponta Grossa,
Parana e comparar sua suscetibilidade frente aos antimi-
crobianos.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 446 cepas de Escherichia coli
uropatogénicas de origem comunitaria. As cepas, previa-
mente identificadas como Escherichia coli, foram conge-
ladas a -20°C em caldo BHI com 15% de glicerol. Poste-
riormente, no Laboratério de Microbiologia Clinica da Uni-
versidade Estadual de Ponta Grossa, Parana, as cepas
foram repicadas em agar sangue de carneiro a 5%, agar
CLED (cistina-lactose-eletrélito deficiente) e agar
MacConkey. Em agar sangue observou-se o tipo de hemé-
lise, e a capacidade de utilizagdo da lactose foi observa-
da em agar CLED e agar MacConkey. Aidentificacado dos
biétipos de ECUP foi realizada pela combinagéo de pro-
vas bioquimicas especificas utilizando-se um Manual de
Identificagédo de Enterobactérias.('? Para identificagao tra-
balhamos com uma probabilidade de 90%.? Utilizou-se o
meio de Rugai modificado, que fornece as provas bioqui-
micas de LTD (L-triptofano-desaminase), H2S (gas sulfito),
fermentacédo da glicose com ou sem producéo de gas. O
meio de TSI (triplice-agucar-ferro) foi utilizado com a fina-
lidade de ajudar nas provas de fermentacéo da lactose e
producéo de gas da glicose. O meio MIO (movimento-indol-
ornitina) forneceu as respectivas provas. Os testes de
lisina, citrato e rhamnose completaram a série bioquimi-
ca. Cada prova positiva ou negativa propicia um nimero
e o somatério caracteriza um cédigo de biotipo. Posteri-
ormente, a consulta desse cédigo no Manual fornece o
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percentual relativo a bactéria encontrada.”® Quando o
biétipo ndo se aproxima dos 100%, algumas provas adi-
cionais sao sugeridas pelo Manual para confirmacao
bacteriana.!'?

Para cada cepa identificada determinou-se sua
suscetibilidade pelo método de disco-difusédo em agar
Mueller-Hinton utilizando-se o preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (NCLI).("® Os antimicrobianos
testados foram divididos em dois grupos. No grupo A fo-
ram incluidos os agentes que rotineiramente devem ser tes-
tados e relatados como: ampicilina 10 ng, cefalotina 30 pg,
gentamicina 10 pg, tobramicina 10 ug, norfloxacina 10 pg,
nitrofurantoina 300 pg, acido nalidixico 30 pg e sulfameto-
xazol-trimetoprim 23,75/1,25 pg. No grupo B foram inclui-
dos os agentes que devem ser testados e relatados seleti-
vamente, como amoxicilina-acido clavulanico 20/10 ng,
ampicilina-sulbactam 10/10 pg, piperacilina-tazobactam
100/10 pg, cefepima 30 ng, cefoxitina 30 nug, cefotaxima
30 ug, ceftriaxona 30 pg, ciprofloxacina 5 pg, imipenem
10 pg, aztreonam 30 pg, ceftazidima 30 pg. Os antibio-
gramas foram realizados em duas placas com média de
dez discos por placa.

Para a pesquisa de beta-lactamase de espectro am-
pliado (ESBL) foi inicialmente realizado o teste de tria-
gem. No teste de disco-difusdo (antibiograma), amostras
de ECUP que apresentaram halos de inibigdo <27 mm
para aztreonam, <27 mm cefotaxima, <25 mm ceftriaxona
e <22 mm ceftazidima foram consideradas suspeitas de
produzirem ESBL."® Para essas cepas foram realizados
os testes do disco de aproximacéo e disco combinado
para confirmagéo.®

Os niveis de sensibilidade foram relatados utilizando-
se o percentual de cepas sensiveis aos antimicrobianos
testados e cepas com sensibilidade intermediaria foram
consideradas resistentes. Para o controle de qualidade do
antibiograma, com o objetivo de avaliar a metodologia e a
qualidade dos discos, utilizou-se uma cepa de referéncia,
Escherichia coli ATCC 25922.

RESULTADOS

O estudo, com base nas caracteristicas microbiol6-
gicas, determinou sete grupos de ECUP: lactose positiva,
lactose negativa, alfa hemoliticas, beta hemoliticas e trés
cédigos de biotipos com frequéncia superior a 10%.

A classificagéo, tendo como referéncia o comporta-
mento bioquimico de ECUP, mostrou 29 cé6digos de biétipos
(Tabela 1). Os dados da frequéncia de ocorréncia dos
biétipos e a probabilidade de ser Escherichia coli foram
obtidos no Manual de Identificagéo de Enterobactérias. Em
360 cepas (80,7%), a identificagao bioquimica satisfatéria
foi realizada po meio das reag¢des padronizadas e, em 86
cepas (19,3%), foram necessarias reag6es adicionais
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Tabela 1 - Diferentes cédigos de biétipos de Escherichia coli
uropatogogénica

Cadigo N Frequéncia Probabilidade Ocorréncia
Biotipo (%) de ser E. coli (%) conforme
Manual
0761 4 0,90 100 3345/1
0781 3 0,67 99,55 1801/1
0791 1 0,22 96,45 1104/1
0861 3 0,67 98 1420/1
0961 9 2,02 100 29111
0971 4 0,90 99,93 178/1
0980 1 0,22 99 822/1
0981 9 2,02 99,78 157/1
0991 25 5,61 98,24 96/1
2681 1 0,22 99,65 366/1
2761 4 0,90 100 139/1
2781 4 0,90 99,98 751
2791 5 1,12 99,85 46/1
2861 11 2,47 98 59/1
2870 1 0,22 100 190/1
2871 1 0,22 98 36/1
2881 5 1,12 98,74 32/1
2891 5 1,12 99 20/1
2921 1 0,22 98 157/1
2960 9 2,02 98,09 64/1
2961 51 11,43 100 12/1
2970 6 1,35 98,13 391
2971 4 9,19 99,96 M
2980 4 0,90 99,97 34/1
2981 82 18,39 99,96 il
2990 4 0,90 99,81 211
2991 150 33,63 99,74 41
3961 1 0,22 99,99 230/1
6971 1 0,22 100 17650/1
Total 446 100 - -

como: celubiose, ureia, Voges-Proskauer, arabinose,
adonitol e malonato.

O padrao de hemolise tipo alfa (o), em agar sangue
de carneiro, foi observado em 76% das ECUP com 27 c6-
digos de biétipos, e 24% das cepas apresentaram hemolise
tipo beta () com 14 cédigos de biétipos.

O estudo do perfil de suscetibilidade das 446 cepas
de ECUP frente aos antimicrobianos do grupo A (Tabela 2)
mostrou as maiores taxas de suscetibilidade para a tobra-
micina (97,5%) e nitrofurantoina (97,3%) e as menores ta-
xas para ampicilina (40,6%) e com a associagado sulfa-
metoxazol-trimetoprim (46,1%).
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Para os antimicrobianos do grupo A observou-se que
120 cepas (26,9%) apresentaram suscetibilidade para to-
dos os antimicrobianos testados, 62 cepas (13,9%) mos-
traram resisténcia simples (para um antimicrobiano) e 264
cepas (59,2%) apresentaram multirresisténcia, sendo re-
sistente para dois ou mais antimicrobianos. A multirre-
sisténcia para dois antimicrobianos ocorreu em 132 ce-
pas (29,6%), para trés, em 93 cepas (20,9%), para qua-
tro, em 32 cepas (7,2%), para cinco, em seis cepas (1,3%)
e para seis, em uma cepa (0,2%). Nenhuma das cepas
apresentou resisténcia para os oitos antimicrobianos tes-
tados neste grupo.

Na pesquisa de ESBL, o resultado do teste de tria-
gem mostrou que 22 cepas (4,9%) apresentaram diame-
tros indicativos, e a producdo de ESBL foi confirmada em
duas cepas (0,5%).

Com relagdo aos antimicrobianos do grupo B (Tabe-
la 2), as menores taxas de suscetibilidade foram observa-
das com a associagcdo amoxicilina-acido clavulanico
(83,6%) e ampicilina-sulbactam (88,7%), e a maior taxa,
com imipenem (100%).

DISCUSSAO

Neste estudo, o comportamento bioquimico da ECUP
mostrou-se diversificado e 29 cédigos de biétipos foram
detectados (Tabela 1). Variacdes nas caracteristicas popu-
lacionais e geograficas sdo descritas como fatores que
contribuem para a diversidade comumente descrita em po-
pulagées de ECUP, e essa diversidade tem dificultado a
deteccédo da emergéncia e da circulagdo de linhagens
patogénicas.®

Para a identificagdo, através de provas bioquimicas
e enzimaticas, trabalhou-se com uma probabilidade de
90%, por ser esse percentual considerado satisfatério para
os laboratérios de microbiologia clinica.® Na maioria das
provas bioquimicas, a leitura foi efetuada em 24 horas,
exceto para lactose, que foi em 48 horas. Algumas cepas
podem utilizar a lactose tardiamente, e o tempo maximo de
48 horas foi utilizado por ser esse tempo o que geralmente
se leva para emitir um lado de urocultura em um laboratério
de andlises clinicas.

A probabilidade de ser Escherichia coli pela leitura
combinada de provas bioquimicas na maioria dos casos
foi > 98% (Tabela 1). Cerca de 95% das cepas de E. coli
utilizam a lactose® e aproximadamente 10% das Esche-
richia coli uropatogénicas sao lactose negativa.® Cepas
de ECUP lactose negativa sédo reconhecidas na cultura por
produzirem coldnias azul-esverdeadas em agar CLED en-
quanto que as lactose positivas produzem coldnias amare-
las. Neste estudo, a lactose foi positiva em 387 cepas
(86,8%) e observaram-se vinte (20) codigos de bidtipos.
Os mais frequentes foram 0 2991, 0 2981 e 0 2961, sendo
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que, juntos, representaram 63% dos isolados. O biétipo
2991 apresentou frequéncia de 33,63% e, segundo o
Manual de Identificagdo de Enterobactérias,' apresenta
ocorréncia de uma em cada quatro (1/4) Escherichia coli;
o biotipo 2981 apresentou frequéncia de 18,39% e ocor-
réncia de 1/7 e difere do anterior pelo movimento negativo.
O bibtipo 2961 apresentou frequéncia de 11,43% e ocor-
réncia de 1/12. Alactose foi negativa em 59 cepas (13,2%)
e observaram-se nove (9) cédigos de biétipos, sendo o
mais frequente o 0991 (5,91%) com ocorréncia de 1/96.
Os demais biétipos foram observados com frequéncia in-
ferior a 10% (Tabela 1).

O padrao de hemolise alfa tem sido relatado como
predominante em cepas de ECUP.("™ A hemdlise é causa-
da por uma toxina (hemolisina) que pode ser produzida tanto
por um plasmidio quanto pelo cromossomo da bactéria. No
processo, a bactéria obtém o ferro, que é um nutriente es-
sencial para a viabilidade da bactéria. Na Escherichia coli,
o transporte do ferro através da membrana externa e a sua
liberagéo no citoplasma é mediado por sider6foros.(®)

O estudo da suscetibilidade de ECUP frente aos
antimicrobianos do grupo A mostrou maior sensibilidade
para a tobramicina (97,5%) seguida da nitrofurantoina
(97,3%), gentamicina (96,6%), e norfloxacina (93,1%), to-
das consideradas altas (Tabela 2). Resultados semelhan-
tes foram relatados para gentamicina, nitrofurantoina e
norfloxacina.("”) Para a cefalotina, a taxa de suscetibilidade
foi de 69,3% (moderada). A suscetibilidade frente a cefa-
lotina pode ser utlizada para predizer a atividade de outras
cefalosporinas, como cefapirina, cefradina, cefalexina,
cefaclor e cefadroxil.

Cefalosporinas atingem niveis urinarios mais eleva-
dos e sd@o boas op¢des terapéuticas para o tratamento das
infecgdes urinarias em gestantes.("¥ Neste estudo, a sen-
sibilidade para a cefalotina (69,3%) foi moderada. Boa
sensibilidade para cefuroxima (95,5%) tem sido relatada
em outros estudos."8'® Talvez fosse importante incluir nos
antibiogramas dessas pacientes duas ou mais cefalos-
porinas de primeira geracao, considerando a importancia
do uso dos antibiéticos beta-lactamicos na gravidez.(1°20)

As taxas de suscetibilidade observadas com a ampi-
cilina e com a associagéo sulfametoxazol-trimetoprim es-
tdo entre as mais baixas relatadas para ECUP.(1.17.2123)
Neste trabalho elas nao foram diferentes, e taxas de 40,6%
e 46,1% foram observadas com a ampicilina e com a
associacao sulfametoxazol-trimetoprim, respectivamente
(Tabela 2).

Estudos mostram que, quando a taxa de prevaléncia
de resisténcia frente a um determinado antimicrobiano che-
ga a 10%-20%, é razoavel considerar a utilizacdo de um
outro agente.?*?% Aresisténcia observada in vitro pode re-
sultar em falha terapéutica entre 50% a 60%.?% Assim, a
taxa de resisténcia de 15,2% para acido nalidixico mostra
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Tabela 2 - Suscetibilidade de Escherichia coli uropatogénicas diagnosticadas em Ponta Grossa, Parana

AGB Grupo Lactose Bidtipo Bidtipo Bidtipo Lactose Hemolise Hemolise Geral
Positiva 2991 2981 2961 Negativa Alfa Beta

AMP A 40,8 427 40,2 43,1 40,0 42,0 38,6 40,6
CFL A 70,3 64,0 73,2 82,4 62,7 68,9 78,1 69,3
GEN A 97,2 99,3 96,3 94,1 93,2 97,0 96,9 96,6
TOB A 98,1 98,0 98,7 98,0 92,9 98,5 96,8 97,5
NOR A 94,1 94,0 94,0 90,2 86,4 90,5 97,9 93,1
NAL A 85,1 85,2 87,5 82,4 82,8 80,3 94,7 84,8
NIT A 96,5 97,3 96,3 94,1 98,3 96,7 99,0 97,3
SXT A 44,5 43,0 457 471 55,9 47,0 45,8 46,1
AMC B 83,7 79,3 80,5 92,2 82,8 85,9 82,1 83,6
SAB B 88,8 88,1 86,3 90,2 89,7 89,5 88,5 88,7
PPT B 96,9 96,0 97,5 98,0 100 98,0 95,8 97,3
CPM B 99,3 98,7 100 100 100 99,3 99,0 99,3
CFO B 100 100 100 100 100 100 100 100
CTX B 99,1 98,8 99,3 100 100 99,0 98,9 99,1
CRX B 99,5 99,3 100 100 100 99,7 99,0 99,5
CIP B 94,0 94,1 93,8 90,0 86,2 90,5 97,9 93,0
IMP B 100 100 100 100 100 100 100 100
ATM B 99,5 99,3 100 100 100 99,7 99,0 99,5
CAZ B 99,5 99,3 100 100 100 99,7 99,0 99,5

Ampicilina (AMP), Cefalotina (CFL), Gentamicina (SEN), Tobramicina (TOB), Norfloxacina (NOR) Acido Nalidixico (NAL), Nitrofurantoina (NIT),
Sulfametoxazol-Trimetoprima (SXT), Amoxicilina-Acido Clavulanico (AMC), Ampicilina-Sulbactam (SAB), Piperacilina-Tazobactan (PPT),
Cefepima (CPM), Cefoxitina (CFO), Cefotaxima (CTX), Ceftriaxona (CRX), Ciprofloxacina (CIP), Imipenem (IMP), Aztreonam (ATM), Ceftriaxona

(CRX), Ciprofloxacina (CIP), Imipenem (IMP), Aztreonam (ATM)

que um outro agente deve ser considerado para uso
empirico, e as taxas de resisténcia superiores a 20% exibi-
das pelos antimicrobianos ampicilina, sulfametoxazol-
trimetoprim e cefalotina mostram que a utilizacdo desses
antimicrobianos deve ter como referéncia o resultado do
antibiograma.

O estudo da suscetibilidade e resisténcia de ECUP
frente aos antimicrobianos do grupo A mostrou que, em
91,3% das cepas, a resisténcia observada foi no maximo
para trés antimicrobianos entre os oitos testados. Dessa
forma, em muitos laudos, os resultados observados com
os antimicrobianos do grupo B poderiam nao ser relatados
para incentivar o uso dos do grupo A. Todavia, nos labora-
torios de analises clinicas ndao hospitalares, todos os
antimicrobianos testados geralmente séo relatados para
permitir uma melhor opgéo terapéutica e evitar que o paci-
ente retorne ao laboratério. Nos laboratérios hospitalares,
os resultados néo relatados podem ser prontamente forne-
cidos ao médico pela Comissdo de Controle da Infeccao
Hospitalar (CCIH), quando necessario.

Na comparacdo dos testes de suscetibilidade entre
os diferentes tipos de ECUP, observaram-se pequenas di-
ferencas entre os grupos estudados. A menor taxa de
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suscetibilidade foi mostrada pela ECUP lactose negativa,
com destaque para menor suscetibilidade frente a
norfloxacina e cefalotina, entretanto esse grupo apresen-
tou maior suscetibilidade frente a sulfametaxazol-trime-
toprima. A maior taxa foi exibida pela ECUP beta-hemolitica,
com destaque para uma maior suscetibilidade frente a
cefalotina, norfloxacina e acido nalidixico (Tabela 2).

Taxas de resisténcia de ECUP para as fluoroqui-
nolonas foram relatadas variando de 3% a 22%,(11.1821.23) g
taxa de resisténcia de 24% foi observada em pacientes
com idade > 60 anos.? No presente estudo observou-se
uma maior resisténcia das cepas de ECUP lactose negati-
va frente as fluoroquinolonas. A taxa de resisténcia geral
de ECUP frente as fluoroquinolonas foi de 7%, ja para as
ECUP lactose negativa essa taxa foi praticamente o dobro
(ciprofloxacina 13,8% e norfloxacina 13,6%).

A presenca de ESBL foi confirmada em duas cepas
(0,5%). O baixo nimero de cepas de ECUP produtoras de
ESBL mostram que esse mecanismo de resisténcia nao
constitui um problema significativo. Para os isolados com
teste confirmatério positivo para ESBL, o resultado do
antibiograma é reportado como resistente para as penicili-
nas, cefalosporinas e monobactamicos. Os carbapenens
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néo séo afetados e séo liberados de acordo com o resulta-
do do antibiograma.("®

Os antimicrobianos testados no grupo B apresenta-
ram taxas de suscetibilidade superiores a 80% (Tabela 2).
Taxas de suscetibilidade >97% foram exibidas pelos
antimicrobianos imipenem, ceftazidima, cefoxitina, ceftria-
xona, cefotaxima, amicacina, aztreonam e piperacilina-
tazobactam. Esses antimicrobianos sé@o considerados mais
potentes e apresentaram melhores taxas de suscetibilidade
quando comparados com os do grupo A, entretanto o seu
uso deve ser reservado para os casos de resisténcia no
grupo A ou nos casos mais graves, como nas infecgdes
urinarias complicadas.

CONCLUSAO

Apesar de ser uma Unica espécie, quando classifica-
da por testes bioquimicos, Escherichia coli uropatogénica
mostrou grande diversidade em relagdo aos aspectos
microbiolégicos. Pequenas variagdes no perfil de susce-
tibilidade foram observadas entre sete grupos estudados
e cepas lactose negativa apresentaram menor susceti-
bilidade. Entre os antimicrobianos considerados de primei-
ra escolha para o tratamento das infec¢des urinarias, as
taxas de suscetibilidade superiores a 90% observadas para
os antimicrobianos nitrofurantoina, norfloxacina e genta-
micina indicam que podem ser utilizados empiricamente. A
urgéncia na ITU faz com que, geralmente, essas infec¢oes
sejam tratadas empiricamente, sem o resultado da cultura
e do antibiograma, e um acompanhamento continuo dos
padrées de suscetibilidade frente aos antimicrobianos é
fundamental para uma prescrigcao terapéutica mais segura
e adequada.

Abstract

The microbiological traits and susceptibility of 446 uropathogenic
Escherichia coli strains of community origin were studied and diagnosed
in Ponta Grossa, Parana. Based on their microbiological traits, seven
groups of uropathogenic Escherichia coli were determined: lactose-
positive, lactose-negative, alpha-hemolytic, beta-hemolytic, and three
biotype codes with frequencies higher than 10%. Twenty-nine biotype
codes were identified; three lactose-positive ones were prominent,
representing about 63.5% of the isolates. It was observed that 27% of
the strains did not show resistance and were sensitive to the 19
antimicrobials tested, while 8.9% were resistant to more than three
antimicrobials among the first-choice ones. Non-lactose fermenting
uropathogenic Escherichia coli strains were 13.2%, these strains had
lower general susceptibility, where resistance rate to fluoroquinolones
was twice as high (about 14%) when compared with the general
resistance rate of 7%. Resistance rates <10% were observed for
nitrofurantoin, gentamicin, and norfloxacin, indicating that these can
be used empirically, while resistance rates >20% were obtained for
ampicillin, timethoprim-sulfamethoxazole, and cephalotin, indicating
that their use should be referenced by the antibiogram result.

Keywords
Urinary tract infection; Uropathogenic Escherichia coli; Antibiogram
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INTRODUGAO

Resumo

O fornecimento de hemocomponentes seguros para serem transfundidos é a grande pre-
ocupacgéo dos bancos de sangue nos dias atuais. O surgimento de novas tecnologias
como ELISA de 42 geragao e NAT possibilitaram o aumento significativo da sensibilidade e
especificidade dos testes empregados no screening dos doadores, garantindo hemo-
componentes seguros, embora nenhuma transfusao seja isenta de risco, pois ainda exis-
te a possibilidade de janela imunolégica. Assim, outro problema tem surgido: o risco de
infecgdes bacterianas por hemocomponentes contaminados. Esta € uma das principais
causas, hoje, de morbimortalidade relacionada a transfuséo. Foi realizado estudo retros-
pectivo na Fundagdo Hemominas - Geréncia Controle de Qualidade nos periodos de janei-
ro de 2002 a junho de 2009. A contaminagdo microbioldgica é investigada por meio de
cultura para deteccéo de fungos e bactérias. Neste periodo foram testados 15.978 con-
centrados de hemacias (CH), e 14.096 concentrados de plaquetas randémicos (CP). A
inoculagéao das amostras foi realizada em capela de fluxo laminar. Foram utilizados fras-
cos de hemocultura pediatricos (sistema BacT/Alert - Biomérieux). Os indices de positividade
encontrados na primeira amostra destes hemocomponentes foram: 0,25% nos CHM (n=17);
€ 0,15% nos CP (n=15). E papel dos bancos de sangue investir em metodologias cada vez
mais eficazes para reduzir a possibilidade de transfuséao de produtos sanguineos contami-
nados.

Palavras-chave
Contaminagéo bacteriana; Reagéo transfusional; Concentrado de hemacias; Concentrado
de plaquetas randémico

testar também para malaria. Aresolugéo preconiza que todo
hemocomponente deve ser estéril de microrganismos, por

O fornecimento de hemocomponentes seguros para
serem transfundidos é a grande preocupacéo dos bancos
de sangue nos dias atuais.

O sangue pode ser carreador de doencgas causadas
por uma variedade de agentes infecciosos como proto-
zoarios (T. cruzi, Plasmodium sp., Babesia spp., Leishma-
nia), bactérias (Treponema pallidum, enterobactérias), vi-
rus (HIV, HCV, HBV, HTLV, CMV, EBV), e também prions
em modelos animais (Creutzfeldt-Jacob disease).(™

O grande progresso técnico na area de diagnosticos
laboratoriais, contudo, assegurou uma boa qualidade trans-
fusional dos hemocomponentes. No Brasil, a RDC 153/
2004 da Anvisa regula a captacéo, coleta, fracionamento,
transfusédo e qualidade do sangue doado. Segundo a RDC
153, todo doador de sangue ou aférese deve ser testado
sorologicamente para Doenca de Chagas, Sifilis, AIDS,
Hepatite B, Hepatite C e HTLV I/ll, e, em areas endémicas,

isso a necessidade de que os captadores de doadores
sempre prezem por doadores saudaveis e sem comporta-
mento de risco.*

Nas ultimas trés décadas, o risco de ser infectado
através de uma unidade de sangue transfundido caiu de
forma contundente.® Em 1983, o risco de ser contaminado
pelo HIV através de transfusdo de hemocomponentes nos
EUA era de 1:100 transfusées, em 2001 o risco estimado
era de 1:1.900.000. No caso da hepatite C, o risco, hoje, é
de 1: 1.600.000 transfusdes nos EUA.(156)

O surgimento de novas tecnologias como ELISA de
42 geracao e NAT possibilitaram o aumento significativo
da sensibilidade e especificidade dos testes emprega-
dos no screening dos doadores, garantindo hemocom-
ponentes seguros, embora nenhuma transfuséo seja isenta
de risco, pois ainda existe a possibilidade de janela imuno-
légica.

'Biomédico, Nticleo Regional de Patos de Minas — Fundacdo Hemominas — Patos de Minas, MG, Brasil.
2Médico Coordenador, Niicleo Regional de Patos de Minas — Fundagdo Hemominas — Patos de Minas, MG Brasil.
*Bioquimico, Nticleo Regional de Patos de Minas — Fundagdo Hemominas — Patos de Minas, MG, Brasil.
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Assim, outro problema tem surgido, o risco de infec-
¢des bacterianas por hemocomponentes contaminados.
Esta é uma das principais causas, hoje, de morbimorta-
lidade relacionada a transfusdes.(®

O hemocomponente mais comumente envolvido com
contaminagao bacteriana é o concentrado de plaquetas
(CP), pois é armazenado em temperatura de 20°-24°C, fa-
cilitando assim o crescimento bacteriano.” O concentrado
de hemacias (CHM) também esta relacionado com conta-
minacao bacteriana, contudo tem a seu favor a temperatu-
ra de armazenamento entre 2°-6°C. Estima-se hoje que
1: 38.500 transfusdes de CHM e 1: 5.000 transfusées de
CP causem reacao transfusional devido a contaminacgéao
bacteriana.(®89)

A infusdo de hemocomponente contaminado pode
levar a quadros clinicos graves e 6bito, por isso a neces-
sidade de treinamento e reciclagem periédicos de todos
os profissionais envolvidos no ato transfusional para que
sejam capazes de identificar e tratar esse tipo de reacéao
transfusional. Os sinas e sintomas clinicos da transfusao
de sangue contaminado em geral sdo de rapida instala-
¢ao: elevacao da temperatura basal pré-transfusional, ca-
lafrios, tremores, hipotensédo, nausea, vomito, diarreia,
oliguria, CIVD e choque.®10

As bactérias mais comumente relacionadas a CP
contaminados sdo da microbiota cutanea normal, como os
Gram positivos Staphylococcus coagulase-negativa,
Bacillus cereus e Streptococcus spp. Alguns microrganis-
mos Gram negativos também foram isolados em CP
infectados, principalmente enterobactérias (Enferobacter
spp., Escherichia coli).®9

Entre 1987 e 1991, o FDA contabilizou oito mortes
relacionadas a transfusédo de CHM contaminados por bac-
térias, em sete destes isolou-se a Yersinia enterocolitica.
A Yersinia sp. tem crescimento 6timo a 4°C, necessitando
de citrato de ferro para se desenvolver. Assim, o CHM é um
6timo meio de cultura para esta bactéria, pois ela é capaz
de resistir a lise intracelular péds-fagocitose, e, desta for-
ma, apds trés semanas de armazenamento, os leucécitos
comecam a se degradar liberando bactérias viaveis que
podem colonizar a papa de hemacias.®'

MATERIAL E METODOS

De acordo com a RDC 153/04 deve ser realizado
controle de qualidade dos concentrados de hemacias e dos
concentrados de plaquetas em, pelo menos, 1% da produ-
¢éo, ou 10 unidade por més (o que for maior), sendo reali-
zado mensalmente.

Foi realizado estudo retrospectivo na Fundacéo
Hemominas - Geréncia Controle de Qualidade nos perio-
dos de janeiro de 2002 a junho de 2009. Na Fundacgao
Hemominas, a contaminacdo microbiolégica é investi-
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gada por meio de cultura para deteccdo de fungos e
bactérias.

Neste periodo foram testados 15.978 concentrados
de hemacias (CHM) e 14.096 concentrados de plaquetas
randémicos (CP). Ainoculagédo das amostras foirealizada
em capela de fluxo laminar. Foram utilizados frascos de
hemocultura pediatricos (sistema BacT/Alert - Biomérieux)
e o periodo de incubacéo foi de cinco dias. Todo teste de
esterilidade detectado como positivo pelo BacT/Alert foi
encaminhado ao laboratério de microbiologia do Hospital
das Clinicas/Universidade Federal Minas Gerais para con-
firmacao e identificagéo do microrganismo. Nova amostra
da mesma bolsa foi inoculada para confirmagao da positi-
vidade. Os hemocomponentes produzidos a partir da mes-
ma doacao foram rastreados, e aqueles que ainda esta-
vam disponiveis no estoque foram investigados para este-
rilidade.

RESULTADOS

Os indices de positividade encontrados na primei-
ra amostra destes hemocomponentes foram: 0,25% nos
CHM (n=17); 0,15% nos CP (n=15) (Figura 1). O género
Staphylocccus foi o mais frequentemente isolado nas
hemoculturas de CP (60%). Nas culturas de CH, os gé-
neros mais frequentes foram Staphylococcus (29,4%) e
Bacillus (29,4%) (Figura 2). Os microrganismos isola-
dos das culturas de CHM pertenciam a nove géneros di-
ferentes, enquanto que os das culturas de CP pertenciam
a cinco géneros diferentes (Figura 3). Os géneros mais
frequentemente isolados, Staphylococcus e Bacillus, séo
comumente encontrados no ambiente e fazem parte da
microbiota epitelial humana. O género Yersinia sp. foi
isolado em um concentrado de hemacias, confirmado na
reinoculacédo e também isolado do concentrado de pla-
quetas do mesmo doador.

Figura 1. Indices de positividade encontrados nos hemocomponentes.
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Figura 2. Microrganismos isolados nos CHM.
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Figura 3. Microrganismos isolados em CP.

DISCUSSAO

Aimplantacao de controle de qualidade microbiolégico
na producédo de hemocomponentes tem papel fundamental
para garantir a seguranca transfusional do receptor de san-
gue, visto que este, na maioria das vezes, ja estd muito
debilitado por sua patologia de base.

Em nosso estudo, a prevaléncia de bolsas contami-
nadas foi praticamente idéntica — de 106:100.000 unida-
des de CHM e CP. Varios estudos prospectivos tém apre-
sentado valores de prevaléncia para CHM de 0 a
14:100.000 unidades; assim, a prevaléncia encontrada em
nosso trabalho foi maior. Para os CP, os estudos tém de-
monstrado um valor de 8 a 80:100.000 unidades conta-
minadas; assim, para CP, a prevaléncia encontrada esta
maior, de acordo com a literatura.!":'? Outro trabalho tem
encontrado dados semelhantes aos apresentados neste
artigo, com indice de positividade em CP entre 0,02% e
1,2%, enquanto que para CHM os valores variam de 0,1 a
0,2%.1

Os géneros encontrados mais frequentemente foram
Staphylococcus coagulase-negativa e Bacillus sp. Isso tem
correspondéncia em alguns estudos que apontam para uma
prevaléncia maior de agentes Gram positivos implicados
com hemocomponentes contaminados, pois estes fazem
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parte da microbiota normal da pele.® Contudo, o nimero
de reacdes transfusionais por contaminagéao bacteriana de
hemocomponentes é baixo. Alguns aspectos precisam ser
considerados para esse niumero baixo de reacdes, como
a subnotificagédo por desconhecimento dos sinais e sinto-
mas caracteristicos deste tipo de reacéo ou confusdao com
a prépria doenca de base do paciente transfundido, a quan-
tidade de bactérias contaminantes, o tipo de bactéria e sua
patogenicidade e o estado clinico do paciente, como
imunossupresséo, idade e desnutrigdo."714)

E importante salientar que existem diversas possi-
bilidades para minimizar a contaminagao bacteriana de
hemocomponentes. Primeira estratégia seria uma triagem
mais detalhada do doador de sangue, avaliando mais pre-
cisamente as situacdes que poderiam causar uma
bacteremia transitéria no doador, como procedimentos
dentérios e infecgbes gastrointestinais nos ultimos trinta
dias.(®® Outro ponto a ser considerado é a antissepsia
adequada do local da venopuncgéo. O uso de antissépticos
apropriados como alcool 70% combinado com uma fric-
céo vigorosa reduz quantitativamente a microbiota normal
da pele no sitio da pungéo.'® Contudo, a presenca de bac-
térias nas camadas mais profundas da pele néo séo eli-
minadas simplesmente com a limpeza da pele; assim, o
desvio dos primeiros mililitros de sangue coletado dimi-
nuem a possibilidade de contaminagéo das bolsas de san-
gue total.® Foi demonstrado que o desvio de 10-30 mL
do primeiro jato do sangue coletado reduz entre 40% a
90% a contaminagédo do hemocomponente, dependendo
do volume desviado e do hemocomponente produzido.('?
Hoje ha bolsas satélites para desvio do primeiro jato, que
é aproveitado para a realizagdo de testes sorolégicos e
imunohematolégicos.

A otimizacdo dos processos de producéo, fracio-
namento e estocagem também podem auxiliar a reduzir a
contaminacgdo bacteriana, por isso existe limite de tempo
para se estocar cada hemocomponente; outro aspecto se-
ria a deleucorreducgéo universal.("

Atualmente procuram-se métodos eficazes para a
deteccéo pré-transfusional de bactérias nos hemocom-
ponentes. A analise macroscépica da bolsa pode revelar
alteragdes de cor que podem indicar contaminagéo
bacteriana, contudo esse é um método com baixa sensi-
bilidade e especificidade, por isso outras formas de
deteccéao ja estdo sendo usadas, como cultura direta para
bactérias e fungos.

Nos paises desenvolvidos ha a possibilidade de
mensurar o consumo de O, ou a produgao de CO, pelos
microrganismos e ainda métodos indiretos como mensu-
racao quantitativa da glicose. O uso da biologia molecular
para pesquisa de acidos nucleicos (NAT) e ribossomos
bacterianos s@o novas ferramentas para se evitar a con-
taminacao bacteriana.!.6°.1%)
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CONCLUSAO

O controle microbiol6gico dos hemocomponentes tem
ganhado destaque importante, que impacta diretamente na
seguranca transfusional do receptor. E papel dos bancos
de sangue investir em metodologias cada vez mais efica-
zes para reduzir a possibilidade de transfuséo de produtos
sanguineos contaminados.

Abstract

The supply of safe blood products transfused is safe to be a major
concern for blood banks today. The emergence of new technologies
such as 4th generation ELISA and NAT enabled to significantly
increase the sensitivity and specificity of the tests used in donor
screening, ensuring safe blood transfusions, although no transfusion
is risk free because there is still the possibility of window period. So
another problem has arisen, the risk of bacterial infection by
contaminated blood products. This is a major cause of morbidity and
mortality related to transfusion now. A retrospective study in
Hemominas Foundation - Management Quality Control was performed
during the periods from January 2002 to June 2009. Microbiological
contamination is investigated by culture for detection of fungi and
bacteria. In this period, 15,978 were tested red blood cell (RBC),
14,096 random platelet concentrates (WB -plt). Inoculation of samples
was performed in a laminar flow hood. We used pediatric blood culture
bottles (BacT/Alert - Biomérieux). The positivity rates found in the
first sample of blood products were 0.25% in RBC (n=17), 0.15% in
WB-plt (n = 15). The role of blood banks to investin ever more effective
methods to reduce the possibility of transfusion of contaminated blood
products.
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Contaminacao de superficies inanimadas de UTI por bactérias
Gram negativas multirresistentes em hospital universitario de
Goiania, GO

Contamination of ICU inanimate surfaces by multidrug-resistant Gram-negative bacteria
in university hospital of Goidnia, GO

Alessandra Marques Cardoso’
Cleomenes Reis?

Resumo

As superficies inanimadas dos hospitais podem servir como reservatério de bactérias
patogénicas. Dessa forma, objetivou-se isolar e identificar bastonetes Gram negativos de
bandejas, camas e equipos de soro de uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI), estabele-
cer a frequéncia, o percentual e o perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados.
Swabs umedecidos em solugéo salina a 0,85% esterilizada foram friccionados sobre su-
perficies inanimadas, inoculados em caldo BHI e semeados em agar MacConkey. As
col6nias foram submetidas a identificagdo bioquimica e ao antibiograma pelo método de
difusdo em disco, sendo avaliados: gentamicina, amicacina, ceftazidima, amoxicilina-
acido clavulanico, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprim, ciprofloxacina e imipenem.
Dentre as 275 amostras de bandejas, em 119 (43,3%) foram isolados bastonetes Gram
negativos (BGN), sendo 111 identificados: 49 (44,1%) enterobactérias e 62 (55,9%) néo
fermentadores da glicose. Das 275 amostras de camas, 125 (45,5%) apresentaram cres-
cimento de BGN, sendo 118 identificados: 47 (39,8%) enterobactérias e 71 (60,2%) nao
fermentadores. Das 49 amostras de equipos de soro, 11 (22,4%) apresentaram BGN:
quatro (36,4%) enterobactérias e sete (63,6%) ndo fermentadores. A maioria dos isolados
apresentou resisténcia antimicrobiana e o imipenem obteve melhor atividade in vitro. Com
a emergéncia da resisténcia dos BGN, procedimentos de limpeza sdo importantes na
reducéo dos indices de infecgao hospitalar em UTI.

Palavras-chave
Bactérias Gram negativas; Superficies inanimadas; Unidades de Terapia Intensiva; Resisténcia
aos antimicrobianos

INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares, atualmente designadas In-
feccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), re-
presentam um agravo de grande significado epidemio-
l6gico, tanto no contexto de saude publica como no da as-
sisténcia hospitalar, sendo responsaveis pela elevacéo das
taxas de morbimortalidade, ampliagédo do tempo de per-
manéncia dos pacientes no hospital e, consequentemente,
aumento dos custos do tratamento, levando a conse-
guéncias indesejaveis, seja do ponto de vista humano, eco-
ndémico ou social."

No ambiente hospitalar merecem destaque as Uni-
dades de Terapia Intensiva (UTI), onde se encontram os
pacientes mais graves, que necessitam de monito-
ramento e suporte continuos das fungdes vitais. Os paci-
entes de UTl apresentam doencgas ou condi¢des clinicas
predisponentes a infec¢cdes. Muitos ja se encontram co-
lonizados ao serem admitidos na unidade, e a maioria é
submetida a procedimentos invasivos e/ou imunossu-
pressores com finalidade diagnéstica e terapéutica. Além
disso, a resposta imunolégica do paciente em terapia
intensiva frente ao processo infeccioso é normalmente
deficiente.®
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Na topografia das IRAS, observa-se que os principais
focos sao trato urinario, corrente sanguinea, trato respira-
torio e sitio cirdargico. As infec¢des do trato urinario (ITU),
por exemplo, especialmente em pacientes da unidade de
terapia intensiva (UTI), tem como principal causa a sonda-
gem vesical de demora (SVD). O tempo em que o pacien-
te permanece com a sonda, falhas na técnica deste
cateterismo quanto a assepsia, idade e género, séo fato-
res que contribuem para o desenvolvimento de ITU, ocasi-
onando maior tempo de internagé@o e aumento do risco de
mortalidade.®

Por estarem debilitados, os pacientes da UTI séo
particularmente vulneraveis a colonizagéo e infecgéo por
bactérias presentes nas maos dos profissionais e no pro-
prio ambiente da UTI. Ainsuficiéncia das praticas de higie-
nizacdo das méaos e a contaminagc@o do meio ambiente
contribuem para o aumento do risco de IRAS.*

De acordo com Carvalho et al.,®® a Comiss&o de Con-
trole de Infeccao Hospitalar (CCIH) deve ser responsavel
pela implementagcédo de um sistema informatizado para o
monitoramento e avaliacdo dos casos de IRAS, possibili-
tando a divulgacédo de informagdes pertinentes e, ainda,
discutir com o laboratério de microbiologia sobre a atuali-
zacao do diagnéstico na detecgdo de patégenos, bem como
na deteccdo de perfis multirresistentes, padronizando e
revisando periodicamente a relagdo dos antimicrobianos
administrados aos pacientes.

Hospitais no mundo todo enfrentam uma situacéo de
crise envolvendo a emergéncia e a disseminagéo de bac-
térias multirresistentes, particularmente aquelas que podem
causar infecgdes em pacientes de UTI, como enterobac-
térias resistentes as cefalosporinas de terceira e quarta
geracado e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos
carbapenémicos e as fluoroquinolonas.®

Segundo Abramczyk et al.,” as bactérias Gram ne-
gativas sdo patégenos comumente identificados em in-
feccdes hospitalares (54,8%), seguidas por bactérias
Gram positivas (23,8%) e leveduras (21,4%). Entre as
Gram negativas, Pseudomonas aeruginosa e Acineto-
bacter baumannii séo as espécies nao fermentadoras da
glicose mais isoladas de amostras clinicas de pacientes
hospitalizados.("

Muitas superficies inanimadas podem servir como
fonte de bactérias Gram negativas multirresistentes em uma
UTI. A identificacdo e desinfec¢do dessas fontes podem
contribuir na prevencéo e controle de surtos de infecgao
hospitalar.(®9)

O meio ambiente do hospital, incluindo as superficies
inanimadas que cercam o paciente, guarda relacdo com
as infeccdes hospitalares, podendo proporcionar focos de
contato e transmissédo de microrganismos patogénicos, de
modo que ndo se pode deixar de considerar a parcela de
responsabilidade relacionada aos padrées de higiene e
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desinfec¢do no ambiente hospitalar sobre a incidéncia das
infecgdes hospitalares.('

Nosso estudo objetivou avaliar a contaminacgéo de
superficies inanimadas (bandejas, camas e equipos de
soro) em uma Unidade de Terapia Intensiva, isolando, iden-
tificando, estabelecendo a frequéncia e o perfil de susce-
tibilidade de bactérias Gram negativas ndao fermentadoras
da glicose e enterobactérias.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica
em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias, recebendo
parecer favoravel, conforme o Protocolo CEPMHA/HC/UFG
N° 019/2003.

Foram coletadas 599 amostras de superficies inani-
madas, sendo 275 de bandejas, 275 de camas e 49 de
equipos de soro, no periodo compreendido entre abril de
2003 a abril de 2004, em uma UTI de um Hospital Universi-
tario de Goiania, GO.

A coleta das amostras de superficies inanimadas foi
realizada acompanhando o periodo de internacéo de 181
pacientes na UTI, os quais foram selecionados aleatoria-
mente. As amostras de superficies inanimadas foram
coletadas no primeiro dia de internacéo e a cada sete dias
até a alta ou 6bito dos pacientes.

Para a coleta das amostras, swabs esterilizados e
umedecidos em solugdo de NaCl a 0,85% foram friccio-
nados sobre bandejas de aco inoxidavel, grades laterais
de camas e equipos de soro, utilizados no cuidado aos pa-
cientes. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério
de Bacteriologia Médica e Ambiental do Instituto de Pato-
logia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal
de Goias em recipientes esterilizados com a finalidade de
serem processados para pesquisa de bactérias Gram ne-
gativas, observando-se os critérios de biosseguranca.

Os swabs foram inoculados em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubados a 36,5°C por até 48 horas. Apo6s
o término do periodo de incubagéo, 50 microlitros do caldo
BHI foram transferidos para o agar MacConkey (MC). As
placas de MC, semeadas pela técnica de esgotamento em
superficie, foram incubadas a 36,5°C por 24 a 48 horas. As
coldnias que se desenvolveram foram submetidas a obser-
vacgOes macroscépicas, microscépicas pela coloragéo de
Gram e triagem em agar triplice agucar e ferro (Triple Su-
gar lron - TSI), o que permitiu a classificacdo das bactérias
Gram negativas isoladas em dois grupos: fermentadoras
da glicose (enterobactérias) e ndo fermentadoras da
glicose, sendo posteriormente fenotipadas por provas bio-
quimicas, segundo Koneman et al.("?

O perfil de suscetibilidade dos microrganismos isola-
dos foi determinado pelo método de difusdo em disco
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(Kirby-Bauer), utilizando os discos de papel do laboratério
Sensifar/Cefar (Sdo Paulo-Brasil), de acordo com as reco-
mendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI 2015,("™ sendo avaliados: gentamicina (10 pg),
amicacina (30 pg), ceftazidima (30 pg), amoxicilina - acido
clavulanico (30 ng), cloranfenicol (30 pg), sulfametoxazol-
trimetoprim (25 ng), ciprofloxacina (5 pg) e imipenem (10 pg).

RESULTADOS

Bactérias Gram negativas foram encontradas em
255 (42,6%) das 599 superficies inanimadas avaliadas,
sendo isoladas em 43,3%, 45,5% e 25,9% das amostras
de bandejas, camas e equipos de soro, respectivamente
(Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia total de bastonetes Gram negativos e Pseudomonas aeruginosa
isolados de bandejas, camas e equipos de soro de uma Unidade de Terapia Intensiva,

Goiania, GO, abril de 2003 a abril de 2004

Superficies Numero total de Bastonetes Pseudomonas
inanimadas superficies inanimadas Gram negativos (total) aeruginosa
analisadas
N % N %

Bandejas 275 119 43,3 58 21,1
Camas 275 125 455 67 24.4
Equipos de soro 49 11 22,4 06 12,2
Total 599 255 42,6 131 21,9

Entre as 599 amostras oriundas de superficies inani-
madas, a presenca de Pseudomonas aeruginosa foi ob-
servada em 131 delas (21,9%). P aeruginosa foi isolada
em 21,1%, 24,4% e 12,2% das amostras obtidas de bande-
jas, camas e equipos de soro, respectivamente (Tabela 1).

Observou-se que, entre as 275 amostras de bande-
jas, bactérias Gram negativas foram isoladas em 119
(43,3%) como mostra a Tabela 1, sendo 111 delas
identificadas como: 49 (44,1%) enterobactérias e 62
(55,9%) nao fermentadoras da glicose.

Das 119 amostras positivas obtidas de bandejas, fo-
ram isoladas 122 bactérias Gram negativas. Destas, 111
foram identificadas: 58 (52,3%) Pseudomonas aeruginosa,
16 (14,4%) Enterobacter agglomerans, 16 (14,4%)
Klebsiella pneumoniae, 11 (9,9%) Enterobacter
aerogenes, quatro (3,6%) Pseudomonas stutzeri, trés
(2,7%) Escherichia coli, dois (1,8%) Proteus mirabilis e
um (0,9%) Enterobacter cloacae (Figura 1).

Em trés amostras de bandejas, foram isolados simul-
taneamente dois microrganismos (E. aerogenes e K.
pneumoniae; P. aeruginosa e K. pneumoniae; E.
aerogenes e K. pneumoniae).

As 49 enterobactérias isoladas de bandejas apresen-
taram o seguinte perfil de resisténcia: duas (4,1%) ao
imipenem, 18 (36,7%) a amicacina, 20 (40,8%) a genta-
micina, 20 (40,8%) a ciprofloxacina, 25 (51,0%) a
amoxicilina-acido clavulanico, 28 (57,1%) ao sulfameto-
xazol-trimetoprim, 34 (69,4%) ao cloranfenicol e 34 (69,4%)
a ceftazidima (Tabela 2).

O perfil de resisténcia das 62 bactérias Gram negati-
vas nao fermentadoras da glicose isoladas das bandejas
foi: seis (9,7%) ao imipenem, 28 (45,2%) a amoxicilina-
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Figura 1. Espécies de bastonetes Gram negativos isoladas de bandejas
de uma Unidade de Terapia Intensiva, Goidnia, GO, abril de 2003 a abril
de 2004.

acido clavulanico, 29 (46,8%) a gentamicina, 36 (58,1%) a
ciprofloxacina, 40 (64,5%) a amicacina, 41 (66,1%) ao
sulfametoxazol-trimetoprim, 51 (82,2%) ao cloranfenicol e
54 (87,1%) a ceftazidima (Tabela 2).

Em relacdo as 275 amostras obtidas de camas, a pre-
senca de bactérias Gram negativas foi observada em 125
(45,5%) como mostra a Tabela 1, sendo 118 assim identi-
ficadas: 47 (39,8%) enterobactérias e 71 (60,2%) néao
fermentadoras da glicose.

Das 125 amostras positivas obtidas de camas, fo-
ram isoladas 127 bactérias Gram negativas. Destas, 118
foram identificadas: 67 (56,9%) Pseudomonas aeruginosa,
21 (17,9%) Enterobacter agglomerans, 10 (8,6%)
Klebsiella pneumoniae, nove (7,6%) Enterobacter
aerogenes, trés (2,5%) Pseudomonas stutzeri, trés (2,5%)
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Tabela 2 - Perfil de resisténcia de bastonetes Gram negativos isolados de bandejas, camas e equipos de soro de uma Unidade de Terapia

Intensiva, Goiania-GO, abril de 2003 a abril de 2004

Enterobactérias Néo fermentadores da glicose
Bandejas Camas Equipos de soro Bandejas Camas Equipos de soro
N° de %* N° de %* N° de %* N° de %* N° de %* N° de %*
bactérias bactérias bactérias bactérias bactérias bactérias
resistentes resistentes resistentes resistentes resistentes resistentes
Imipenem 2 41 2 472 0 0,0 6 97 05 70 1 143
Amicacina 18 36,7 29 61,7 1 250 40 645 46 648 6 85,7
Gentamicina 20 408 27 574 1 250 29 468 32 451 5 71,4
Ciprofloxacina 20 40,8 21 447 0 0,0 36 581 46 648 6 85,7
Amoxicilina-ac. 25 510 24 511 3 750 28 452 37 521 4 571
clavulanico
Sulfametoxazol- 28 571 27 574 0 0,0 41 66,1 45 634 6 85,7
trimetoprim
Cloranfenicol 34 694 31 659 0 0,0 51 822 59 831 7 100,0
Ceftazidima 34 694 39 829 2 500 54 871 58 81,7 7 100,0

*Percentual calculado em relagao ao total de bastonetes Gram negativos identificados: enterobactérias em bandejas (49), camas (47) e equipos de soro (4);

ndofermentadores da glicose em bandejas (62), camas (71) e equipos de soro (7).

Hafnia alvei, um (0,8%) Proteus mirabilis, um (0,8%)
Enterobacter cloacae, uma (0,8%) Klebsiella oxytoca, um
(0,8%) Citrobacter freundii e uma (0,8%) Stenotro-
phomonas maltophilia (Figura 2).

& R wophiia Il 1 Camas

Citrobacter freundii Il 1
HKebsialla oxytoca [ ]
Enterobacter cloacae [ 1
Proteus mirabilis I 1
Hafnia alvei I 3
Pseudomonas stutzeri [ 3
Enterobacter aerogenes Ml 9
Klebsiella pneumoniae E=N 0
Enterobacter agglomerans I 21
Pseudomonas aeruginoss [ 67
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Figura 2. Espécies de bastonetes Gram negativos isoladas de camas
de uma Unidade de Terapia Intensiva, Goiénia, GO, abril de 2003 a abril
de 2004.

Em duas amostras de camas foram isolados simulta-
neamente dois microrganismos (P, aeruginosae C. freundii;
P. mirabilis e E. agglomerans).

As 47 enterobactérias isoladas de camas apresen-
taram o seguinte perfil de resisténcia: duas (4,2%) ao
imipenem, 21 (44,7%) a ciprofloxacina, 24 (51,1%) a
amoxicilina associada ao acido clavulanico, 27 (57,4%) a
gentamicina, 27 (57,4%) ao sulfametoxazol-trimetoprim, 29
(61,7%) a amicacina, 31 (65,9%) ao cloranfenicol e 39
(82,9%) a ceftazidima (Tabela 2).

62

O perfil de resisténcia das 71 bactérias Gram negati-
vas nao fermentadoras da glicose isoladas de cama foi:
cinco (7,0%) ao imipenem, 32 (45,1%) a gentamicina, 37
(52,1%) a amoxicilina-acido clavulanico, 45 (63,4%) ao
sulfametoxazol-trimetoprim, 46 (64,8%) a amicacina, 46
(64,8%) a ciprofloxacina, 58 (81,7%) a ceftazidima e 59
(83,1%) ao cloranfenicol (Tabela 2).

Em relacédo as 49 amostras obtidas de equipos de
soro, houve crescimento de bactérias Gram negativas em
11 (22,4%), como mostra a Tabela 1, sendo quatro (36,4%)
enterobactérias e sete (63,6%) nao-fermentadoras da
glicose.

Foram identificadas 11 bactérias Gram negativas de
amostras oriundas de equipos de soro, sendo seis (54,5%)
Pseudomonas aeruginosa, trés (27,3%) Enterobacter
aerogenes, uma (9,1%) Escherichia coli e uma (9,1%)
Pseudomonas sp. (Figura 3).

As quatro enterobactérias isoladas de equipos de
soro apresentaram o seguinte perfil de resisténcia: trés

Equipos de soro

Pseudomonas sp 1
Escherichia coli 1

e I -

aerogenes
Procorere: I ¢
aeruginosa

1 2 3 4 5 ] 7

(=]

Figura 3. Espécies de bastonetes Gram negativos isoladas de equipos
de soro de uma Unidade de Terapia Intensiva, Goidnia, GO, abril de
2003 a abril de 2004.
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(75,0%) a amoxicilina-acido clavulanico, duas (50,0%) a
ceftazidima, uma (25,0%) a gentamicina e uma (25,0%) a
amicacina. Nenhuma resisténcia foi observada frente ao
imipenem, sulfametoxazol-trimetoprim, cloranfenicol e
ciprofloxacina (Tabela 2).

O perfil de resisténcia das sete bactérias Gram ne-
gativas ndo fermentadoras da glicose isoladas de equipos
de soro foi: um (14,3%) ao imipenem, quatro (57,1%) a
amoxicilina-acido clavulanico, cinco (71,4%) a
gentamicina, seis (85,7%) ao sulfametoxazol-trimetoprim,
seis (85,7%) a amicacina, seis (85,7%) a ciprofloxacina,
sete (100,0%) a ceftazidima e sete (100,0%) ao
cloranfenicol (Tabela 2).

DISCUSSAO

O isolamento de bactérias Gram negativas em ban-
dejas (43,3%), camas (45,5%) e equipos de soro (25,9%)
da UTl em estudo evidenciou a elevada contaminacgéo das
superficies inanimadas por microrganismos patogénicos.
Esses resultados ressaltam a importancia dos reservatéri-
os de bactérias Gram negativas no ambiente hospitalar, so-
bretudo em UTI, considerando que esses patégenos sao
comumente identificados em casos de IRAS, segundo
Abramczyk et al.?”

Sales et al.,'® ao realizarem uma analise microbio-
I6gica de superficies inanimadas (equipamentos/materiais
e mobiliarios de maior contato com os pacientes e profis-
sionais) de uma UTI, chegaram a concluséo que a partici-
pacéo da equipe multidisciplinar é preponderante na pre-
vencao do surgimento e transmissao de patégenos multirre-
sistentes, de modo que somente a educacédo continuada
aliada a promocéo de praticas seguras no cuidado ao pa-
ciente critico, em conjunto com um ambiente microbiolo-
gicamente seguro, podem assegurar a exceléncia da as-
sisténcia.®

Os bastonetes Gram negativos ndo fermentadores da
glicose foram mais frequentes que as enterobactérias, tan-
to nas amostras de bandeja (55,9%) quanto nas de cama
(60,2%) e equipos de soro (63,6%), com destaque para
Pseudomonas aeruginosa, considerado um patégeno
oportunista de exigéncia nutricional minima, com grande to-
lerancia as variagdes ambientais e resisténcia intrinseca a
muitos agentes antimicrobianos, habilidades que garantem
sua sobrevivéncia no ambiente hospitalar. P aeruginosa é
a espécie mais frequentemente isolada de amostras clini-
cas, sendo causa comum de infecc¢éo urinaria, pneumonia,
infecgao de sitio cirtrgico e sepse,>' e, ainda, de acordo
com Lucchetti-Miganeh et al.,('> este patégeno tornou-se
uma das principais causas de infec¢ao hospitalar em todo
o mundo, sendo considerado uma séria ameaca a saude
publica em funcéo do uso excessivo e inadequado de anti-
biéticos, situagdo que proporciona a selecdo de cepas
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multirresistentes contra as quais existem restritas opgdes
de tratamento."¥

A emergéncia dos bastonetes Gram negativos nao
fermentadores da glicose, como importantes patégenos
hospitalares, salienta a necessidade de estudos sobre a
contaminacao das superficies inanimadas situadas em uni-
dades hospitalares onde os pacientes recebem cuidados
intensivos prolongados.

Apbs a pesquisa de bactérias Gram negativas em res-
piradores mecanicos, bombas de infusdo, monitores car-
diacos, estetoscopios, grades da cama, macaneta interna
da porta de entrada e saida, gaveta de cabeceira do leito,
mesa de evolugdo clinica e telefone, detectou-se
positividade para Acinetobacter baumannii multirresistente
em 12 de 49 amostras, correspondendo a 24,4% do total
de amostras analisadas.(" Em nosso estudo, esse
patégeno nao foi isolado, embora a literatura reforce seu
papel nas IRAS, assim como o papel de outros Gram ne-
gativos. Assim, corroborando com as conclusdes do estu-
do de Sales et al.,("® conhecer a contaminagéo das super-
ficies inanimadas e a forma de elimina-la promovem quali-
dade da assisténcia e seguranca ao paciente.®®

Entre as enterobactérias isoladas, destacaram-se
Enterobacter e Klebsiella, géneros capsulados que podem
ser encontrados em vida livre e envolvidos em infec¢des
hospitalares, sendo quase sempre resistentes a muitos
antimicrobianos. As espécies do género Enterobacter, prin-
cipalmente E. cloacae e E. agglomerans séao considera-
das emergentes e importantes patégenos humanos.('¢'7)

Renner & Carvalho('® fizeram uma pesquisa descriti-
va analitica transversal e observacional em uma UTI adulto,
durante um més, em um hospital do Vale do Rio Pardo,
cidade de Santa Cruz do Sul, RS, a partir da qual conse-
guiram demonstrar que, das 45 superficies analisadas
(estetoscopio, respirador, mesa, cama, dispensador de
soro/alimento, teclados e prontuario), referentes a dez lei-
tos, o crescimento bacteriano foi observado em 38 (84,4%)
superficies, sendo que, em duas (4,4%) superficies, foi ob-
servado o crescimento de mais de uma espécie bacteriana.
Desse modo, recuperaram-se quarenta bactérias, as quais
foram identificadas como: 42% Staphylococcus
epidermidis, 37% Staphylococcus aureus, 15% Bacillus
spp., 3% Enterococcus spp. e 3% Klebsiella
pneumoniae.®

Em um estudo realizado por Sousa et al.,?"” em um
hospital escola de Goiania, GO, foram analisados resulta-
dos de exames de hemoculturas no periodo compreendido
entre 2010 a 2013. Os resultados evidenciaram o isolamen-
to de patégenos importantes, sendo mais frequentes entre
os Gram positivos: Staphylococcus spp. (44,6%) e Entero-
coccus spp. (5,3%), e entre os Gram negativos: P aerugi-
nosa (14,1%), K. pneumoniae (8,2%), Enterobacter spp.
(5,3%) e A. baumannii (4,7%). Quando comparado ao pre-
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sente estudo, observa-se a presenga dos microrganismos
Gram negativos nas superficies inanimadas de UTI, carac-
terizando um potencial reservatério/fonte de infecgao.?"

Em nosso estudo, grande parte das enterobactérias
isoladas apresentou-se resistente aos antimicrobianos ava-
liados, como aminoglicosideos (40,8% de resisténcia a
gentamicina entre isolados de bandejas e 57,4% entre os
de camas; 36,7% de resisténcia a amicacina entre isola-
dos de bandejas e 61,7% entre os de camas), amino-
penicilinas associadas a um inibidor de beta-lactamases
(51,0% de resisténcia a amoxicilina-acido clavulanico en-
tre os isolados de bandejas e 51,1 entre os de camas, e
75,0% entre isolados de equipos de soro), cotrimoxazol
(57,1% de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim entre
os isolados de bandejas e 57,4 entre os de camas) e
ciprofloxacina (40,8% de resisténcia entre isolados de ban-
dejas e 44,7% entre os de camas).

Em um estudo realizado por De Moraes et al.,(") as
bactérias Gram negativas envolvidas em casos de infeccéao
hospitalar apresentaram elevada resisténcia as cefalos-
porinas e aos aminoglicosideos. No presente estudo, ob-
servou-se acentuada resisténcia a ceftazidima, tanto nos
isolados de bandejas (69,4% de resisténcia entre entero-
bactérias e 87,1% entre ndo fermentadores da glicose),
como nos de camas (82,9% de resisténcia entre entero-
bactérias e 81,7% entre ndo fermentadores da glicose) e
nos de equipos de soro (50,0% de resisténcia entre entero-
bactérias e 100,0% entre ndo fermentadores da glicose).
Esses resultados ressaltam a preocupacgéo em relagéo ao
uso indiscriminado de alguns antimicrobianos na pratica
hospitalar, conduta que pode levar ao aumento da resistén-
cia bacteriana por presséao seletiva.

Elevada resisténcia foi observada entre bastonetes
Gram negativos ndo fermentadores da glicose isolados de
bandejas (45,2% de resisténcia a amoxicilina-acido clavu-
lanico, 46,8% a gentamicina, 58,1% a ciprofloxacina, 64,5%
a amicacina, 66,1% ao sulfametoxazol-trimetoprim, 82,2%
ao cloranfenicol e 87,1% a cefatzidima), camas (45,1% de
resisténcia a gentamicina, 52,1% a amoxicilina-acido clavu-
lanico, 63,4% ao sulfametoxazol-trimetoprim, 64,8% a ami-
cacina, 64,8% a ciprofloxacina, 81,7% a ceftazidima e
83,1% ao cloranfenicol) e equipos de soro (57,1% de re-
sisténcia a amoxicilina associada ao acido clavulanico,
71,4% a gentamicina, 85,7% a ciprofloxacina, amicacina e
sulfametoxazol-trimetoprim, e 100,0% a ceftazidima e
cloranfenicol).

O antimicrobiano considerado mais ativo contra os
bastonetes Gram negativos ndo fermentadores da glicose
foi o imipenem, com taxa de resisténcia de 9,7% entre os
isolados de bandeja, 7,0% entre os de cama e 14,3% entre
os de equipos de soro. Em um estudo realizado por Yaman
et al.,”® em um hospital universitario da Turquia, eviden-
ciou-se que, entre os isolados clinicos, apenas 12,8% fo-
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ram resistentes ao imipenem, que, juntamente com o
meropenem, foi considerado o antimicrobiano mais ativo
contra bactérias Gram negativas. Contudo, Brink et al.??
ressaltam a importéancia do uso racional de antimicrobianos
como os carbapenémicos, a fim de que, no futuro préximo,
nao haja resisténcia pronunciada a essa droga, impossibi-
litando seu uso nos casos de infecgdes graves.

No trabalho realizado por Renner & Carvalho,® para
o antibiograma dos bastonetes Gram negativos foram uti-
lizados os antimicrobianos ceftriaxona, ceftazidima, cefe-
pima, imipenem e gentamicina. Evidenciou-se a presen-
¢a de K. pneumoniae no respirador de um dos leitos, cujo
perfil de suscetibilidade revelou resisténcia a cefa-
losporinas de terceira geracdo e ao imipenem. Relatou-
se ainda que o paciente deste leito apresentava infecgéo
respiratéria por K. pneumoniae resistente a cefalos-
porinas de terceira geracdo e ao imipenem. Os autores
enfatizaram a elevada incidéncia de contaminagdo am-
biental, provavelmente reflexo da baixa adeséo a higie-
nizacdo das maos e medidas questionaveis de higie-
nizacao ambiental, pois durante o estudo néao foi observa-
do nenhum procedimento de limpeza nas superficies ava-
liadas, mesmo com a recomendacéo de que as mesmas
sejam desinfetadas com alcool a 70% uma vez ao dia e
apos alta ou ébito do paciente.('?

Segundo Pittet et al.,?" a higienizagdo das maos é
uma medida altamente eficaz na prevencgao da transmis-
sdo cruzada de microrganismos no ambiente hospitalar e
na reducdo da incidéncia de infec¢des associadas aos cui-
dados prestados pela equipes de saude, ressaltando a
necessidade de educacgéo continuada dos profissionais no
que tange as técnicas de lavagem das méaos, além da de-
sinfecc¢ao periodica de equipamentos/instrumentos.©®2"

Os Centers for Disease Control (CDC) estabelecem,
como medida de Precaugédo Padrédo no Controle das IRAS,
que sejam aplicados métodos de limpeza e desinfecgao
em superficies inanimadas presentes no ambiente hospi-
talar, pois determinados microrganismos podem sobrevi-
ver por tempo prolongado em superficies inanimadas e em
equipamentos encontrados proximos aos leitos se estes
néo forem adequadamente limpos e desinfetados,? o que
foi evidenciado no presente estudo.

CONCLUSOES

Evidenciou-se elevado percentual de contaminagéo
das superficies inanimadas da UTI de um Hospital Universi-
tario de Goiania, GO por bactérias Gram negativas
multirresistentes, com destaque para as espécies P aeru-
ginosa, K. pneumoniae, E. agglomerans e E. aerogenes,
reconhecidos como patégenos capazes de causar infecgdes
em varios sitios anatdémicos, dentre eles, corrente sangui-
nea, trato respiratério inferior, trato urinario e sitio cirargico.
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A educacdo continuada e a conscientizagao da equi-
pe multiprofissional de saide em relagdo a importancia da
contaminacéo de superficies inanimadas por bactérias po-
tencialmente patogénicas em UTI devem ser consideradas
ferramentas fundamentais no controle das IRAS.

Abstract

The inanimate surfaces of hospitals can serve as reservoir of pathogenic
bacteria. In sight of this, it was aimed to isolate and identify Gram-
negative rods samples from trays, beds and serum equipments of an
Intensive Care Unit (ICU). The frequency, percentage and antimicrobial
susceptibility profile of the isolates were also determined. Swabs
humidified in 0.85% sterile saline solution were rubbed against inanimate
surfaces. These swabs were inoculated in BHI broth and each positive
cultures were streaked on MacConkey agar. The colonies were
submitted to a biochemical evaluation and the susceptibility profiles
of the isolated strains were determined by the disk diffusion method,
and the antimicrobial drugs tested were: amoxicillin-clavulanic acid,
ceftazidime, gentamicin, amikacin, ciprofloxacin, chloramphenicol,
trimethoprim-sulfamethoxazole and imipenem. Amongst 275 tray
sample, 119 (43.3%) presented Gram-negative rods (GNR) growth, of
which 111 were identified as Enterobacteriaceae (49 samples, or 44.1%)
or non-fermenters (62 samples or 55.9%). From the 275 bed samples,
125 (45.5%) presented growth of GNR, and amongst these 118 were
identified as: 47 (39.8%) Enterobacteriaceae and 71 (60.2%) non-
fermenters. In regard to the 49 collected samples from serum
equipments, 11 (22.4%) presented growth of GNR, which were identified:
four (36.4%) Enterobacteriaceae and seven (63.6%) non-fermenters.
The majority of the isolated bacteria presented resistance to
antimicrobials and the imipenem was considered the antimicrobial with
most efficient in vitro. With the emergency of GNR resistence,
procedures of cleanness are imperative for the reduction of the rate of
nosocomial infections in ICU.

Keywords
Gram-negative bacteria; Inanimate surfaces; Intensive Care Units;
Antimicrobial resistance
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Resumo

Infecgéo hospitalar é qualquer infecgédo adquirida apés a internagéo do paciente, que se
manifeste em decorréncia do periodo de internagédo ou procedimentos hospitalares. A
qualidade do ar esta interligada a ocorréncia desse tipo de infecgéo, assim, procurou-se
identificar microrganismos presentes no ar do Hospital Universitario da Universidade Fe-
deral de Santa Cartarina— UFSC e relacionar com dados de infecgéo hospitalar fornecidos
pelo mesmo. Com o auxilio de um amostrador de ar, de meios de cultura e de técnicas de
identificag@o de microrganismos estabeleceu-se um comparativo entre os resultados e os
dados de infecgéo hospitalar publicados nos boletins epidemiolégicos do hospital. Foram
selecionadas, para analise, areas criticas e semicriticas, que atendem pacientes susce-
tiveis a infecgdes oportunistas. Os resultados apresentaram concentragdes de microrga-
nismos superiores a estipulada para o nivel de risco na Unidade de Tratamento Intensivo,
enquanto que as demais unidades encontraram-se dentro dos valores adotados como
limite. Foram identificadas seis espécies e/ou géneros distintos de bactérias e seis géne-
ros fungicos nos ambientes escolhidos para o estudo, sendo que grande parte dos micror-
ganismos também haviam sido relatados nos boletins epidemiolégicos como responsa-
veis por infecgdes. Destaca-se, assim, mais um veiculo e reservatério de microrganismos
passivel de controle para favorecer melhores condigdes de salde.

Palavras-chave

Qualidade do ar; Microrganismos do ar; Infecg¢ao hospitalar

INTRODUCAO

Infecgcé@o hospitalar ou nosocomial é qualquer infec-
¢do adquirida apés a internacéo do paciente e que se ma-
nifeste durante este tempo, ou mesmo apés a alta, quando
puder ser relacionada com o periodo ou procedimentos hos-
pitalares.™ Consiste em um agravo de grande significado
epidemiolégico dentro do contexto da assisténcia hospita-
lar e suas consequéncias tanto do ponto de vista humano
como econdmico, e que é relevante.?

Apoluicdo do ar, seja ela de origem quimica, fisica ou
biolégica, determina, em parte, a qualidade de vida e da
saude humana. No caso especifico de unidades de saude,
a qualidade do ar pode exercer uma influéncia direta e de
grande significancia na velocidade de recuperacéo dos
pacientes e na frequéncia de ocorréncia de infec¢des hos-
pitalares.® Essas condigdes sofrem interferéncias de fa-
tores como temperatura, umidade, dos sistemas de ar con-
dicionado, ventilagédo, aquecimento, da movimentacéo de
pessoas, da concentracao de particulas e de microrganis-
mos.*

Os hospitais prestam atendimento aos pacientes cuja
resisténcia esta reduzida pela doencga ou terapia utilizada.
Pacientes imunocomprometidos, oncolégicos, neonatos,
transplantados e pacientes portadores da Aids sdo mais
sensiveis as infec¢des oportunistas causadas por alguns
fungos e bactérias, que normalmente ndo séo patogénicos
para individuos saudaveis.®")

O Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de
Séao Thiago — HU-UFSC é um hospital escola, totalmente
publico, estruturado em quatro areas basicas (clinica mé-
dica, cirargica, pediatria e tocoginecologia), referéncia es-
tadual em patologias complexas, clinicas e cirdrgicas com
grande demanda na area de cancer e cirurgias de grande
porte. Possui 300 leitos, realiza média mensal de 8.362
atendimentos de urgéncia/emergéncia e 12.645 atendimen-
tos ambulatoriais.®

O estudo procurou identificar microrganismos presen-
tes no ar de unidades do hospital universitario e relaciona-
los com dados de infeccao hospitalar disponiveis nos bole-
tins epidemiolégicos de 2008 e do primeiro semestre de
2009, publicados pela Comissédo de Controle de Infecgéo
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Hospitalar (CCIH) do mesmo. Além disso, buscou enfatizar
a relevancia da qualidade do ar, caracteriza-lo como pos-
sivel veiculo e fonte de microrganismos e ressaltar a impor-
tancia clinica dos patégenos oportunistas em ambientes
hospitalares.

MATERIAL E METODOS

Selecao dos ambientes

Embora os contaminantes do ar ndo se resumam ape-
nas em contaminantes biolégicos, visto que contaminacgées
quimicas e parametros fisicos do ar também constituem fa-
tores relacionados a contaminacéo, a andlise efetuada res-
tringiu-se a identificagcdo biolégica representada por bac-
térias e fungos.

AUnidade de Tratamento Intensivo Adulto (UTI-A), Uni-
dade de Tratamento Intensivo Neonatal (UTI-N) e Centro
Cirargico (CC) foram escolhidos por atender pacientes mais
suscetiveis a infecgdes hospitalares. A Clinica Médica |l
(CMII) foi investigada com o objetivo de conhecer as condi-
¢bes do ar em uma unidade semicritica do hospital. Ainda,
a incidéncia significativa de infecgcdes nosocomiais nes-
sas unidades, como aponta o boletim epidemiolégico de
2008, contribuiu com a selegdo. Amostras do ar exterior
foram obtidas como indicado pela resolugcdo RE n°9 da
Anvisa para fins de comparagédo com a microbiota encon-
trada nas unidades.

Meios de cultura

Para a amostragem utilizaram-se placas de Petri
descartaveis estéreis com o meio de cultura agar sangue
de carneiro a 5% e agar Sabouraud Dextrose a 4%, am-
bos descritos na norma técnica inserida na Consulta Publi-
can® 109, de 11 de dezembro de 2003. Para o isolamento
de bactérias e fungos, os meios agar MacConkey e tubos
com agar Sabouraud Dextrose a 4% também foram usa-
dos.®

Coletas de ar no ambiente hospitalar

As amostras foram coletadas no Hospital Universita-
rio em setembro de 2009. Para o procedimento foi usado
o amostrador de ar por impactacédo através de peneiras,
conhecido como amostrador de Andersen (SKC, modelo
Biostage, 1 estagio). Posteriormente a calibragdo do mes-
mo manteve-se uma vazao de 28 litros por minuto durante
dez minutos, resultando na coleta de 280 litros de ar em
cada placa de Petri, estando em conformidade com a nor-
ma técnica 001 da resolucdo RE n°9 da Anvisa.®

As coletas foram feitas em duplicata para cada ambi-
ente em agar Sabouraud Dextrose a 4% e agar sangue de
carneiro a 5%, adotando-se um Unico ponto de amostragem
para cada area de analise, visto que nenhuma delas supe-
rava 1.000 m? de area construida, obedecendo assim as
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determinacdes da resolugcdo RE no 09 da Anvisa. No Cen-
tro Cirargico instalou-se o amostrador na lateral da sala,
sendo as demais amostragens coletadas no centro dos
ambientes.®

As placas com cultura de bactérias e de fungos rece-
beram tratamentos distintos conforme disposto a seguir.

Bactérias

Aincubacgéao ocorreu em estufa entre 35°C e 37°C por
aproximadamente 36 horas, sendo efetuadas as contagens
das colénias em cada placa. As col6nias macroscopica-
mente distintas foram codificadas e submetidas a colora-
¢éo de Gram, permitindo a classificacdo das mesmas em
Gram positivas (coradas em purpura) ou Gram negativas
(coradas em vermelho), como cocos e bacilos pela visuali-
zagdo em microscopio 6ptico.('?

Para se estudarem individualmente os diferentes mi-
crorganismos, culturas tnicas foram obtidas pelo isolamen-
to das coldnias em novas placas contendo meios seleti-
vos. Posteriormente foram realizados os testes bioquimicos
especificos para cada grupo de bactéria.

Testes bioquimicos

Cada col6nia, de acordo com as caracteristicas apre-
sentadas, foi submetida aos testes bioquimicos de Hemo6-
lise; Catalase; Hidrolise da bile esculina (BEA); Crescimen-
to em NaCl 6,5%; Coagulase; Citrocomo-oxidase; Prova
do Vermelho de Metila (VM); Prova de Voges-Proskauer
(VP); Meio IAL (Instituto Adolfo Lutz); Indol; Ornitina e Citrato
recomendados pelo Manual de Procedimentos Basicos em
Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccdo Hospita-
lar publicado pela Anvisa.("®

Fungos

As placas com agar Sabouraud-Dextrose foram incu-
badas em estufa a temperatura aproximada de 25°C por
sete dias, conforme norma técnica 001 da resolucdo RE
n°9 da Anvisa.®

Nove dias ap6s a incubagdo, as colénias macros-
copicamente distintas foram repicadas para tubos com
agar Sabouraud-Dextrose. Os tubos permaneceram em
estufa a aproximadamente 25°C por cinco dias, sendo pre-
paradas laminas coradas com lactofenol para analise das
coldnias.

As caracteristicas macromorfolégicas das colonias e as
micromorfolégicas, avaliadas através da microscopia 6ptica,
foram empregadas para determinar os géneros dos fungos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Transmissodes do ar para o paciente

Uma via de transmissdo é necessaria para ligar
uma fonte infecciosa ao seu novo hospedeiro. Mesmo
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nao sendo um meio no qual os microrganismos possam
crescer, o ar € um portador de poeiras e goticulas que po-
dem carrega-los. Particulas de p6 sedimentam rapidamen-
te, ja as goticulas, passiveis a evaporacao da agua, for-
mam nucleos de particulas infecciosas. Esses microrga-
nismos podem ser transportados para pequenas ou lon-
gas distancias, sendo ressuspendidos facilmente no ar. Al-
guns morrem em questao de segundos, outros sobrevivem
por semanas meses ou até anos.("

Equipamentos técnicos associados ao cuidado com o
paciente, terapia e diagnéstico podem romper as barreiras
anatémicas, favorecendo a contaminagéo por microrganis-
mos, incluindo os presentes no ar. A alteracéo da protecao
natural e bloqueio de mecanismos de defesa do organismo,
por exemplo, tosse e espirro em pacientes submetido a ven-
tilagdo mecanica, também contribui para o mesmo.”

Sendo assim, procedimentos de exposicdo como ci-
rurgias, uso de cateteres (venosos e vesicais), sondas, tu-
bos, pungdes, aspiracao, administragdes parenterais ou o
proprio estado de saude do paciente favorecem a prolife-
racdo de microrganismos.'*'¥ Isso comumente acontece
com queimados, que apresentam a barreira epitelial des-
truida, expéem proteinas degradadas e tecidos desvita-
lizados, proporcionando maior risco de infecgdo.!"s Adi-
cionalmente, a baixa imunidade resultante de doencas
como aAids, o uso de medicamentos na terapia do cancer
e doencas imunolégicas, ou pacientes neonatos, também
favorecem as infecgées.”

Particulas e possiveis patdégenos que contaminam o
ar originam-se da pele, fragmentos de pelos, luvas, fuma-
¢a, reformas, roupas, fibras que compdem os campos ou
até mesmo dos sistemas de ar. Para melhorar a pureza
do ar, sistemas de filtros sdo costumeiramente utilizados.
O sistema do hospital universitario é constituido de unida-
des do tipo "ventilador-serpentina”, composto por pré-fil-
tro grosso; filtro bolsa e filtro absoluto. Juntos possuem
uma eficiéncia de 99,97% para particulas de até 0,3 m.
No entanto, esses filtros, acoplados ao sistema de ar con-
dicionado, podem servir para fixacdo e crescimento de
microrganismos caso ndo sejam limpos ou trocados re-
gularmente.®

Bactérias

Contagens de bactérias por ambiente

Devido a auséncia de legislagéo especifica para bac-
térias, foi utilizado como base a Consulta Publica n° 109,
de 11 de dezembro de 2003. Conforme a mesma, as uni-
dades séo classificadas de acordo com o risco de ocor-
réncia de eventos adversos a salde por exposi¢cao ao ar
ambiental, tendo cada nivel um limite de particulas biologi-
cas por m® (Tabela 1). AUTI-N, a area coletiva de uma UTI-A
e salas de cirurgia se enquadram no nivel 2. Quartos para
internacao de imunossuprimidos e salas de cirurgia espe-
cializada (ortopedia, neurologia, cardiologia e transplante)
sdo enquadrados no nivel 3.

Tabela 1 - Particulas biolégicas totais no ar em UFC/m? para cada nivel critico

particularidades.

Varidveis e componentes Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Particulas biolégicas totais < 750 ufc/md =500 ufc/m?® =200 ufc/m® = 50 ufc/m®
no ar mbiental
Fonte: Consulta Publica n° 109, de 11 de dezembro de 2003
Dos ambientes internos analisados, a UTI-A apresen-
tou concentracdo de microrganismos superior ao dobro es- e
tipulado para o seu nivel de risco. Os demais valores das 600 =58
diferentes unidades ficaram abaixo dos adotados como re- 500 L
feréncia (Grafico 1), porém ressalta-se a seguir algumas g
£ 400 H
(339 mPlaca 1
o 303310
~ L a0 H B Placa 2
A desproporgao entre as placas da UTI-A pode estar =
relacionada a remocéo de material contaminado deposita- 200 - T
do no expurgo no momento da amostragem corresponden- 100 H
te a placa 1. Possivelmente, a sutil diferenca nos valores il
encontrados nas placas da UTI-N atribui-se a maior circu- UTI-A  UTEN cHill ce EXT
lacdo de pessoas durante a execugdo de uma das Placas por unidades

amostragens. A divergéncia existente entre os resultados
obtidos no Centro Cirdrgico é plausivel se considerada a
eficiéncia dos insufladores de ar. Como o ar exterior sofre
diversas influéncias ambientais torna-se relativa qualquer
falta de equidade nos valores.
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Gréfico 1. Contagem de colbénias em UFC/m? por placa e unidade
avaliada.

Clinica médica Il (CMII) Unidade de Tratamento Intensivo Adulto (UTI -
A) Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal (UTI - N) Centro cirdrgico
(CC) Arexterior (EXT).
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Bactérias encontradas em cada unidade

Da coleta resultaram 19 coldnias de bactérias isola-
das, que submetidas aos testes bioquimicos indicaram seis
espécies e/ou géneros distintos (Tabela 2). Algumas col6-
nias, devido as caracteristicas particulares, foram classifi-
cadas apenas como contaminantes ambientais, pois nao
séo bactérias de importancia clinica.

A UTI-A apresentou niveis de pneumonia acima dos
permitidos conforme consta nos boletins epidemiolégicos
de 2008 do Hospital Universitario (HU). Apneumonia pode
ser causada por bactérias do género Klebsiella, um géne-
ro encontrado nas amostras obtidas na analise do ar. Es-
sas bactérias podem causar também infeccdes de feridas
e meningite. Ainda, 18,52% das infec¢des da CMII estao
relacionadas a infecgdo pulmonar e, dos isolados feitos dos
pacientes com infecgéo hospitalar, 18,08% relacionavam-
se ao género Klebsiella.'817

A K. pneumoniae e a K.oxytoca sado conhecidas por
causarem infec¢cdes hospitalares. Algumas cepas apre-
sentam resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro,
aos monobactamicos, como o aztreonam e aos
carbapenens.("

As infecgdes do trato urinario foram a segunda maior
causa de infecgdes nosocomiais no HU em 2008. AUTI-A
apresentou 22,90% das infecgdes nesse sistema enquan-
to que a CMII exibiu 20% desse tipo de infec¢do. Entre os
causadores de infec¢des do trato urinario estdo bactérias
do género Enterococcus e os Staphylococcus coagulase
negativo encontradas nas amostras de ar e referidas no
boletim epidemiolégico de 2008.

O Staphylococcus coagulase negativo resultante das
amostras do CC também é causador de infecgdes do sitio
cirargico. No HU, 13,33% dos 6bitos associados a infec-
céo hospitalar ocorreram em pacientes previamente sub-
metidos a procedimentos cirirgicos.

O Staphylococcus sp. relatado no boletim de 2008
foi encontrado no ar da UTI-N. Esse foi isolado em dois
casos de infeccao hospitalar na unidade, e, dos 22 6bitos

ocorridos na mesma, cinco estavam associados a infec-
¢des nosocomiais. Dos microrganismos isolados a par-
tir de pacientes, 11,08% correspondiam ao género Staphy-
lococcus; destes, 7% pertencentes a espécie S. aureus.
Este género ainda é causador de infecgdes do trato
urinario, infecgcdes em enxertos ortopédicos, osteomielites
e infecgdes em valvulas artificiais.(®

Tais microrganismos apresentam resisténcia a anti-
biéticos como gentamicina, trimetroprima, eritromicina,
cloranfenicol, meticilina, nafcilina e oxacilina e algumas ce-
pas de S. aureus sao resistentes a vancomicina e rifam-
picina.('®

Em 2008, 2,91% dos isolados no HU correspondiam
ao género Enterococcus sp. Esse género é um dos causa-
dores de infecgdes urinarias, meningite, endocardites, in-
feccoes de feridas, pélvis e oculares;'® 49,85% dos isola-
dos totais no HU foram identificados como enterobactérias,
sendo 4,66% correspondentes a E. cloacae. Os entero-
cocos sdao resistentes as cefalosporinas, penicilina e
monobactémicos.

Amostras do ar analisado ainda continham col6nias
de Estreptococos do grupo D e bacilos Gram positivos. O
grupo dos estreptococos é composto atualmente pelas es-
pécies S. bovis e S. equinus, tendo apenas o primeiro al-
guma importancia médica em casos de endocardites e
bacteremias em pacientes com carcinoma de célon.(?0.2"

Bacilos Gram positivos s@ao formadores de esporos,
representados pelas espécies de Bacillus e Clostridium,
sendo que a maioria ndo provoca doencas e ndo esta bem
caracterizada na microbiologia médica. Sendo assim, sédo
classificados apenas como contaminantes do ar.??

Fungos

Contagens de colbnias fingicas

A contagem néao foi realizada, pois durante os sete
dias de incubacgdo das placas houve um crescimento ex-
cessivo de algumas coldnias flngicas impossibilitando a
visualizacéo clara de todas as col6nias.

Tabela 2 - Bactérias encontradas por unidade e particularidades relacionadas as infecgdes

Bactérias Infecgdes, agravos e sistemas acometidos Unidades onde foram encontradas
Staphylococcus Focais; bacteremia; sitio cirurgico, osteomielite; UTI-A, UTI-N, CC, CMII, ambiente exterior
coagulase negativa trato urinario; em enxertos e préteses

Staphylococcus Cutaneas; abscessos profundos; septicemia; bacteremia; UTI-A e UTI-N

aureus sindrome do choque téxico

Klebsiella sp. Pneumonias; septicemia; infecgcao de feridas; meningite UTI-A e CMII

Enterobacter Cutaneas; trato respiratério; trato urinario; gastrintestinal; UTI-A e CMII

cloacae biliar; septicemia

Enterococcus sp.
endocardites; oculares; trato respiratério

Estreptococos do
grupo D

Trato urindrio; meningite; infecgéo e feridas; bacteremia;

Endocardites; bacteremia em casos de carcinoma de célon

UTI-A, UTI-N e CMII.

Ambiente exterior

Clinica médica Il (CMII) Unidade de Tratamento Intensivo Adulto (UTI - A) Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal (UTI - N) Centro cirdrgico (CC)
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Fungos encontrados em cada unidade

Foram isoladas 29 coldnias, das quais cinco géne-
ros fungicos e uma levedura (Candida sp.) foram identifi-
cados. A analise de 13 coldnias nédo foi conclusiva devido
as limitacdes laboratoriais e baixa sensibilidade do méto-
do de identificacao adotado, tendo sido classificados como
filamentosos de acordo com suas caracteristicas. O res-
tante dos isolados repetiu os géneros dispostos a seguir
(Tabela 3).

Das 80 mil espécies de fungos descritas, menos de
quatrocentas tém importancia médica, sendo apenas
cinquenta as espécies causadoras de 90% das infecgdes.
As micoses podem ser classificadas em superficiais,
cutaneas, subcutaneas, sistémicas e oportunistas. Dos fun-
gos encontrados nas amostras de ar, todos séo classifi-
cados como oportunistas. Esses afetam pacientes com
doencas subjacentes graves e que apresentam compro-
metimento em suas defesas.®

Tabela 3 - Fungos encontrados por unidade e particularidades relacionadas as infecgdes

Fungos Infecgdes, agravos e sistemas acometidos

Unidades onde foram encontradas

Penicillium sp.

Aspergillus sp.

Ceratite micética; endoftalmite; otomicoses; esofagite; pneumonia;
endocardite; peritonite; infecgdo do trato urinario

Aspergilose broncopulmonar alérgica; aspergiloma; alveolite alérgica

CMII; CC; UTI-A; UTI-N

CMII; CC; UTI-N

extrinseca; sinusites; otomicoses; onicomicoses; peritonite;

endocardite; aspergilose invasiva

Cladosporium sp. Ceratite micédtica; onicomicoses; micoses cutaneas; sinusite;

CMII; CC; UTI-A; UTI-N

pneumonia; abscesso cerebral; meningite; cromomicoses

Trichoderma sp.

Peritonite; micetoma pulmonar; hematomas peri-hepaticos;

CMII; CC; UTI-A; UTI-N

abscessos pulmonares; sinusite fungica alérgica; hemorragia

pulmonar infantil

Candida sp Candidiases superficiais, cutaneas e mucosas; artrite; meningite; CMII; CC; UTI-A
endoftalmite; osteomielite; endocardite; candidemia;
candicomicose ungueal

Rhizopus sp. Mucormicose CMII

Clinica médica Il (CMII) Unidade de Tratamento Intensivo Adulto (UTI - A) Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal (UTI - N) Centro cirurgico (CC)

Os géneros Penicillium, Cladosporium, Aspergillus,
Trichoderma, Rhizopus ou outros ndo foram descritos pe-
los boletins epidemiolégicos de 2008 ou 2009, entretanto
o boletim de 2008 relata que 6,13% de todas as infec¢Ges
hospitalares do HU s&do causadas pela Candida sp. e
0,84% dessas infecgdes por C. albicans.

O género Penicillium sp. pode estar associado a
ceratite micotica, endoftalmites, otomicoses, esofagite,
pneumonia, endocardite, peritonite, e infec¢des do trato
urinario em individuos imunossuprimidos.*

O Cladosporium sp. é fonte de alérgenos e inclui uma
variedade de fungos que dispersam seus esporos em cor-
rentes de ar.®® Raramente patogénico, pode causar ceratite
micotica e infecgdes no trato respiratorio (podendo levar a
sinusite ou pneumonia).®

Espécies de Trichoderma sp. sdo responsaveis por
peritonite associada a dialise ambulatorial continua e in-
fecgdes em pacientes imunocomprometidos com doencgas
hematolégicas ou que receberam transplante de 6rgaos
sélidos e sinusite fungica alérgica.?® Ha casos envolvendo
Trichoderma sp. em quadros de micetoma pulmonar, he-
matomas peri-hepaticos, abscessos cerebrais e hemorra-
gia pulmonar infantil.?®

A maioria das infec¢gdes fungicas nosocomiais é as-
sociada a Candida sp., como se observa no caso do HU. A
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candidiase é a micose sistémica mais comum e os agen-
tes frequentes séo: C. albicans, C. tropicalis, C. parap-
silosis, C. glabrata, C. guilliermondii e C. dubliniensis. A
Candida sp. pode infectar os rins, fixar-se em proteses
valvares cardiacas, causar artrite, meningite, endoftalmite
e osteomielite.®”

No hospital foram identificados importantes géneros
oportunistas causadores de doengas em areas como UTI-
N, na qual a imaturidade fagocitaria mononuclear, humoral
e do sistema complemento, além do desenvolvimento pre-
maturo do estrato cérneo, favorece uma maior susceti-
bilidade desses pacientes as infecgdes.® Até mesmo no
centro cirurgico, onde foi encontrado apenas um género
bacteriano (Staphylococcus coagulase negativo), consta-
taram-se no minimo cinco géneros distintos de fungos e
uma levedura. ACM Il apresentou o género Aspergillus, um
importante patégeno oportunista que nao esta presente em
todas as unidades, contrapondo-se a maior parte dos gé-
neros identificados, encontrados em praticamente todos os
setores analisados.

O Aspergillus sp. é responsavel por casos de asper-
gilose broncopulmonar alérgica principalmente em paci-
entes com asma, aspergiloma em pacientes com histori-
co de tuberculose ou sarcoidose; alveolite alérgica
extrinseca, sinusites fangicas; otomicoses, peritonite,
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endocardite. Na aspergilose invasiva, a partir dos pul-
mdes a doenca pode disseminar-se para o trato
gastrintestinal, rins, figado, cérebro ou para outros érgaos,
originando abscessos e lesdes necroéticas, enquanto que
infeccGes causadas pelo género Rhizopus sdo menos fre-
quentes na clinica.®

CONSIDERAGOES FINAIS

Com base neste estudo observa-se que as infecgdes
hospitalares podem sofrer contribuicdo da contaminacéao
do ar por patégenos oportunistas. Sendo assim, o contro-
le ndo apenas microbiolégico, mas da qualidade do ar
em geral pode favorecer a melhoria do atendimento hos-
pitalar. Esse controle pode estar inserido entre as agdes
exercidas pelas CCIHs, as quais incorporam atividades
de politicas de prevencéo de infec¢des. Entretanto, a exis-
téncia de parametros de uma legislacdo especifica apli-
cada para o controle da qualidade do ar em ambientes
de saude se faz necessaria para a execugéo de tal ativi-
dade.

A vigilancia, por meio da analise da qualidade do ar e
acoes preventivas, como a manutencgao e limpeza dos siste-
mas de ar, juntamente com medidas relativamente simples,
como arestricdo do nimero de pessoas circulantes em cada
unidade, de visitantes a areas de maior risco, uso de
paramentagéo adequada, limitagéo de abertura e fechamen-
to de portas, melhor localizagéo do expurgo e sistema de
coleta seguro, implantacdo de programas educativos para
conscientizagédo dos profissionais da saide da importancia
de uma conduta responsavel no atendimento de
imunossuprimidos e de pacientes suscetiveis, sdo medidas
gue se somam para minimizar a contaminacgéo do ar e favo-
recer a melhoria da assisténcia a saude.
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Abstract

Hospital infection is any infection acquired after patient's admission,
which becomes apparent as a result of hospitalization or hospital
procedures. Air quality is linked to the occurrence of such infection.

RBAC.2016;48(3 supl.1):66-72

Thus, we sought to identify microorganisms present in the air at the
University Hospital UFSC and compare the results with data provided by
the same institution. By using selective culture media for fungi, bacteria,
agar plate impactor and microbial identification techniques, we settled a
comparison between the results and data from epidemiological reports
published by the hospital. Critical and semi critical areas were selected
for this study, which support susceptible patients to opportunistic
infections.The results showed a higher concentration of microorganisms
set according to the level of risk at the ICU, while other units were within
the values adopted as a limit. Six species and/or different genera of
bacteria were identified at the chosen areas as well as six genera of
fungi. Most of them had also been reported in as responsible for infections.
Stands out, therefore, one more microorganism's vehicle and reservoir
capable of control in order to promote better conditions of health.

Keywords
Air qualAir quality; Microorganisms in the air; Hospital infection
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Resumo

Introducao: Atualmente, o leite UHT (Ultra High Treatment) é o mais utilizado pela popu-
lacéo brasileira devido a sua praticidade, facilidade de armazenamento e longo prazo de
validade. No entanto, os residuos de antimicrobianos originarios do manejo inadequado de
drogas para o controle de mastites e doengas do trato reprodutivo do gado leiteiro séo de
maneira frequente detectados no leite, tanto no Brasil como em outros paises.
Metodologia: Foram analisadas 26 amostras de leite UHT do tipo C, de 13 fabricantes
diferentes para presenga de residuos de penicilina G e sulfadiazina pelo teste qualitativo
de inibicdo do crescimento microbiano. Resultados: Dentre as amostras de leite, 70%
apresentaram resultado positivo (n= 18), 15% resultado negativo (n=4) e 15% resultado
inconclusivo (n=4). Conclusao: O kit comercial Delvotest® foi eficaz para triagem de
residuos de antimicrobianos, com a presenca de 70% de positividade para amostras de
leite UHT analisadas. Esse indice é preocupante e sugestivo da insatisfatéria qualidade
do produto.

Palavras-chave

Leite UHT; Residuos de antimicrobianos

INTRODUCAO

Os residuos de antimicrobianos séo detectados no
leite com bastante frequéncia, tanto no Brasil como em
outros paises." Aprincipal fonte desses residuos no leite
é o0 manejo inadequado de drogas utilizadas no controle
de mastites e doencas do trato reprodutivo do gado lei-
teiro, que podem ser decorrentes de diferentes vias de
administragé@o(™ e por uso fradulento.® Esses residuos
podem estar presentes nos tecidos musculares dos ani-
mais ou ser eliminados pelo leite durante o periodo de
caréncia do medicamento, sendo necessario o descarte
dessa producao.™” Entre esses medicamentos, a classe
dos B-lactamicos é a mais utilizada para tratamento de
doencas em rebanhos leiteiros, sendo, assim, encontra-
da com maior frequéncia no leite.!"” Adicionalmente, os
antimicrobianos séo usualmente utilizados de forma ile-
gal como agentes na preservacao e redugcdo da carga
microbiana do leite."

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite
pode causar varios efeitos indesejaveis, com risco a sau-
de do consumidor e interferéncia na producéao de deriva-
dos lacteos.!"3® Dentre as consequéncias para o consu-
midor, tem-se a selecdo de cepas bacterianas resisten-
tes® como reportadas para o Staphylococcus aureus, a
hipersensibilidade e possivel choque anafilatico em indi-
viduos alérgicos a essas substancias, além do dese-
quilibrio da microbiota intestinal e efeito teratogéni-
c0.(23%-13 Além disso, aproximadamente 5% a 10% da po-
pulacéao é hipersensivel a penicilina e apresentam reacdes
alérgicas ao ingerirem concentragdes de 1 ppb dessa
substancia. Ademais, a estreptomicina pode acarretar
problemas de audi¢do."*® Quanto aos problemas refe-
rentes a industria de derivados do leite, os residuos de
antimicrobianos podem inibir a multiplicacéo de culturas
lacticas utilizadas na produgédo de queijos e iogurtes e,
ainda, reduzir a producéo de acidos e sabores na mantei-
ga e queijos.(-589.12)
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Os consumidores t&m mostrado diferentes niveis de
tolerancia para residuos de antibiéticos no leite, portanto,
a execucdo e o acompanhamento de programas que ga-
rantam a qualidade em todas as fases da manipulacéo e
processamento do leite sdo cruciais.'"¥Nesse cenario, tan-
to no Brasil, como em outros paises, o controle de residuos
de antimicrobianos no leite tem sido monitorado e, em
ambito nacional, a Instru¢do Normativa n° 51/2002 do Mi-
nistério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento proibe a
industrializacéo do leite oriundo de animais submetidos a
tratamento medicamentoso.®'"1® Desta maneira, é exigida
a pesquisa mensal de residuos de antimicrobianos no leite
em laboratérios autorizados, os quais ndo devem ser su-
periores aos Limites Maximos de Residuos (LMRs) previs-
tos para cada grupo quimico especifico.('314)

Varios kits analiticos para deteccdo desses residu-
os estao disponiveis no mercado. Estes sdo fundamenta-
dos em diferentes principios de a¢éo e deteccao, tais como
inibicdo de crescimento microbiano, afinidade por recep-
tores na parede celular de microrganismos, método de
bioluminescéncia, entre outros."* No entanto, a maioria
dos testes comercialmente disponiveis sédo do tipo quali-
tativo, classificados como testes de triagem.(":1®)

O Brasil € um dos maiores produtores de leite do
mundo, com 32 mil toneladas por ano.“' O leite Longa
Vida representou 6,125 bilhdes de litros do leite produzi-
do em 2012, enquanto que o pasteurizado teve queda de
12%. A praticidade faz com que o leite UHT seja ampla-
mente consumido pela populacéo de diferentes idades e
niveis socioecondmicos."*'" Ademais, é fonte de protei-
nas, lipideos, carboidratos e vitaminas. As caracteristicas
nutricionais, fazem desse alimento um meio de cultivo de
microrganismos.(?

Técnicas imunoenzimaticas (SNAP Beta-lactamicos,
SNAP Tetraciclinas),!'® cromatograficas e de sensibilida-
de aos antimicrobianos, entre outras, podem ser utiliza-
das para a deteccdo de residuos de antimicrobianos no
leite. O Delvotest® é baseado na inibigéo do crescimento
de Bacillus stearothermophilus e mudanca de pH do
meio.*'® Na auséncia de residuos de antimicrobianos
ocorre a multiplicacao bacteriana, producéo de acido e
alteracdo da cor original do indicador (de purpura para
amarelo). Na presenca de residuos de antimicrobianos, a
multiplicacdo bacteriana é retardada ou inibida, ocorren-
do inibicdo ou acidificagdo pobre do meio (tonalidade
purpura a azulada). Acoloragéo entre o violeta e o amare-
lo é considerada inconclusiva, pois é indicativa da pre-
senca de inibidores da reagéo.®%

Considerando-se que os residuos sao resistentes ao
calor, que as temperaturas utilizadas no processo UHT séao
ineficazes para elimina-los, e ainda a relevancia para a
industria de derivados lacteos e para a saude publica, o
objetivo dessa pesquisa foi a investigacado de residuos
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de antimicrobianos em amostras de leite industrializado
pelo processo UHT adquiridas no comércio da cidade de
Séao José do Rio Preto, regidao Noroeste paulista.

MATERIAL E METODOS

Tipo de estudo, amostragem, local do estudo

O estudo realizado foi do tipo prospectivo, no periodo
de fevereiro a abril de 2010. Foram escolhidas aleatoria-
mente 13 marcas de leite UHT do tipo C de origem bovina,
provenientes de quatro supermercados de Sao José do Rio
Preto. Para cada marca foram amostrados dois lotes dis-
tintos, totalizando 26 amostras.

As amostras de leite foram armazenadas em refri-
geracdo monitorada de 2° a 8°C e, no dia seguinte a cole-
ta, analisadas no laboratério de Analises Clinicas do Hos-
pital Veterinario "Dr. Halim Atique", Unidade Universitaria
Il do Centro Universitario de Sdo José do Rio Preto -
UNIRP.

Residuos de antimicrobianos no leite

Para determinacdo de possiveis residuos de anti-
microbianos no leite utilizou-se o teste qualitativo
Delvotest® SP NT fabricado pela DSM Food Specialties,"®)
e a andlise foi efetuada conforme as especificagdes do fa-
bricante. Os antimicrobianos e limites de detecgéo do kit
sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Limite de detecg@o em parte por bilhdo de antimicrobianos
pelo teste Devoltest ® SP-NT

Antimicrobiano Limite de detecgéo (ppb)
1-2ng/mL
25 - 50 ng/mL

Penicilina G

Sulfadiazina

Fonte: Devoltest® SP NT

A separacéo da aliquota de leite para analise foi re-
alizada de forma asséptica com tubos estéreis em cape-
la de fluxo laminar vertical classe A1. A deteccéo de resi-
duos por este método utiliza ampolas de meio de cultura
contendo o Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
e, como indicador de pH, o purpura de bromocresol.®
Foram adicionados 100 uL da amostra de leite com pipeta
descartavel na ampola do kit, e essas foram mantidas du-
rante trés horas em banho-maria com temperatura de 64°C
(+/-0,5°C).

RESULTADOS

Os resultados de residuos de antimicrobianos nas
amostras de leite UHT analisadas estdo apresentados na
Figura 1. Observou-se que 70% das amostras apresenta-
ram resultado positivo (n= 18), 15% negativo (n=4) e 15%
inconclusivo (n=4).

RRBAC.2016;48(3 supl.1):73-6
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B Positivo (n=18)
W Negativo (n=4)
Olnconclusivo (n=4)

15%

Figura 1. Frequéncia de residuos de antibiéticos no leite UHT detectados
pelo teste Delvotest®.

DISCUSSAO

Metodologias de inibigdo microbiana sé@o os testes
mais rotineiros para a triagem de residuos de antimi-
crobianos no leite em decorréncia da rapidez de execu-
¢ao, praticidade e sensibilidade de detecgao de varias clas-
ses terapéuticas. Aimportancia da pesquisa de residuos
no leite e sua obrigatoriedade, de acordo com a Instrucao
Normativa n® 51, justificam-se por diversos danos a saude
publica e industria de laticinios.®'® Os leites UHT analisa-
dos nesse estudo apresentaram alto indice de residuos de
antimicrobianos (70%). Este resultado sugere o uso indis-
criminado de antimicrobianos no tratamento de doencas
do gado leiteiro e consequente ndo obediéncia ao periodo
de caréncia dos medicamentos. Tais fatores podem acar-
retar na insatisfatoria qualidade do leite UHT.(216)

Outros trabalhos que também apresentaram resulta-
dos preocupantes foram os realizados por Morais et al." e
Nascimento et al.® No primeiro, utilizando kits imuno-
enzimaticos, os autores testaram a presenca de residuos
de antimicrobianos em 57 amostras de leite pasteurizado
do tipo B e C do comércio varejista da cidade do Rio de
Janeiro, no qual os autores verificaram que 44% das amos-
tras foram positivas para tetraciclinas; 3,5% para B-lacta-
mico e 7% para estreptomicina; No estudo de Nascimento
et al.,® realizado em Piracicaba, na analise de 96 amos-
tras de leite de seis diferentes marcas dos tipos B e C,
50% apresentaram substancias antimicrobianas, das quais
34,8% dos residuos eram de p-lactamicos.

Por outro lado, no monitoramento realizado pela
Anvisa, de 2004 a 2005, por meio do Programa de Analise
de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
de Origem Animal (PAMVet), das 306 amostras de leite UHT
e leite em pé, nenhuma apresentou ocorréncia de p-lacta-
micos tetraciclina e neomicina. No entanto, 5% apresenta-
ram residuos de cloranfenicol, medicamento proibido no
Brasil para animais de consumo.('4.18-21)

Nossos resultados foram amplamente superiores aos
encontrados por esse programa e também pelos descritos
por Nero et al,(" que investigaram a presenca de antibioti-
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cos em 210 amostras de leite cru coletado em quatro dife-
rentes areas produtoras no Brasil, utilizando um método
qualitativo (Charm Test®), obtendo somente 11,4% de
positividade (n=24).

Outro estudo, com indices inferiores aos verificados
em nossa pesquisa, foi o realizado por Ribeiro et al.®) no
interior do estado de Sao Paulo, com o mesmo kit desse
estudo (Delvotest TM DSM). Estes autores analisaram lei-
te organico de 148 animais, com 2,7% de positividade para
residuos de antimicrobianos. Esse baixo indice pode, de
certa forma, ser justificado pelo fato de que, nesse siste-
ma, em caso de processos infecciosos e uso de terapia
medicamentosa, o leite ser descartado durante um perio-
do duas vezes maior que o de caréncia convencional.

Adicionalmente, Fonseca et al.,'"¥ verificando a pre-
senca de residuos em cem amostras de leite UHT, de dife-
rentes estados, obtiveram positividade em somente 4% uti-
lizando o método 'rapido yogurte' de procedéncia mineira.
A prevaléncia de mastite subclinica nos bovinos do Brasil
em geral é associada a: Staphylococcus spp., Strepto-
coccus spp., Micrococcus, Bacillus e Enterobacter spp.
(trombete 2014).

Apesar dos resultados obtidos nesse estudo serem
qualitativos, e do Codex Alimentarius (FAO — Food and
Agriculture Organization) estabelecer limites maximos de
residuos (LMR) permitidos em alimentos, tal metodologia
oferece como vantagens a rapida e facil execugéo.(' Des-
sa maneira, este teste poderia ser utilizado como triagem
para avaliacdo do leite e, assim, as amostras positivas po-
deriam ser encaminhadas para testes mais especificos com
deteccao dos tipos e concentracdes desses residuos.

A presenca de residuos de antimicrobianos nas amos-
tras analisadas avalia um cenario no qual os programas de
monitoramento sdo necessarios, e que produtores rurais e
fabricantes prezem pelas boas praticas agropecuarias para
obtencao de melhor qualidade no leite e seus derivados.

Os residuos de antimicrobianos podem ser decorren-
tes da terapéutica da mastite em vacas em lactagéo ou tra-
tamento durante o periodo seco como preventivo, e do ndo
cumprimento dos prazos minimos de caréncia para a
comercializagdo.® Outra origem menos provavel poderia
ser a contaminacao de maneira voluntaria do produto para
que o periodo de validade possa ser aumentado.('?

CONCLUSAO

O kit comercial Delvotest® foi eficaz para triagem de
residuos de antimicrobianos, com a presenca de 70% de
positividade para amostras de leite UHT analisadas. Esse
indice é preocupante e sugestivo da insatisfatoria qualida-
de do produto. Portanto, medidas mais eficazes devem ser
exigidas, devido a facilidade de exposi¢éo do consumidor
a substancias nocivas. Alimentos de origem animal, como
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o leite, podem ser contaminados durante a producéo,
processamento, transporte e comercializagéo, quer seja por
microrganismos patogénicos, ou por outras substancias t6-
xicas.

Abstract

Introduction: Currently, UHT (Ultra High Treatment) milk, is the most
used by the Brazilian population due to its practicality, ease of storage
and long shelflife. However, the antimicrobial residues originated from
inadequate management of drugs for control of mastitis and diseases
of the reproductive tract of dairy cattle are often way detected in milk,
in Brazil, like other countries. Methodology: We analyzed 26 samples
of UHT milk type C, of 13 different manufacturers for the presence of
penicillin G and sulphadiazine by qualitative test of inhibition of microbial
growth. Results: Among the milk samples, 70% were positive (n = 18),
15% negative (n = 4) and 15% inconclusive results (n = 4). Conclusion:
The commercial kit Delvotest® was effective for screening of antibiotic
residues in the presence of 70% positivity for UHT milk samples
analyzed. This index is worrisome and suggestive of unsatisfactory
product quality.

Keywords
Antimicrobial residues; UHT Milk.
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Resumo

Neste trabalho avaliou-se a atividade antimicrobiana dos extratos: hexanico, acetato de
etila e metandlico de diferentes partes de Schinopsis brasiliensis usando métodos de
pocos e de concentragdo minima inibitdria difusdo em agar e analise fitoquimica. Os
resultados obtidos mostraram que os extratos acetato de etila e metandélico das folhas,
flor, casca do caule e raiz e do endocarpo e exocarpo do fruto de S. brasiliensis apresen-
taram atividade antimicrobiana contra Escherichia coli (ATCC 9723, AM-31) Enterococcus
faecalis (ATCC 33186, AM-128), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 14502, AM-206),
Salmonella spp. serotipo Montevideo (ATCC 8387, AM-149), Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031). Flavonoides, esteroides, terpenoides,
proantocianidinas condensadas, leucoantocianidinas e aglcares redutores foram detecta-
dos na analise fitoquimica.

Palavras-chave
Schinopsis brasiliensis; Atividade antimicrobiana; Andlise fitoquimica

INTRODUCAO

A cura de varias doencas através das plantas e a ori-
gem do conhecimento sobre as propriedades dos vege-
tais confunde-se com a propria histéria humana, praticas
estas que constituiram no passado a medicina do homem
primitivo. Tais propriedades proporcionam o desen-
volvimento de varios medicamentos, sejam estes obtidos
por sintese, a partir de molécula protétipo, ou através do
isolamento dos constituintes naturais.('?

A planta Schinopsis brasiliensis Engl. € uma espé-
cie caracteristica das caatingas e de grande valor econd-
mico para a regido nordestina. E uma arvore endémica bra-
sileira popularmente conhecida como "Brauna", "Barau-
na",® "Bratina-do-sertdao" e "Bralna-parda”. Tem seu uso
na medicina popular como anti-histérica e neurasténica,
anti-inflamatoério e antisséptico.®

Foram isolados a partir dos extratos hexanicos e
cloroférmicos do caule de S. brasliensis, aquil e alquenil
fendis, galato de metila, também esteroides (j-sitosterol,
estigmast-4en-3-ona, estgmast-4-em-ona-6-p-ol e 5a,
8a-epidioxiergosta-6,22-dien-3 [-ol), triterpenos,®
(2R*, 3R* 2"R*, 3"R*)-7-hidroxi-4'-methoxi-flavanona
(3=>3") -3",7"-dihidroxi-4""-metoxi-flavanona, 4,2'4'-

trihidroxichalcona-(3-> 0'>4")2"™, 4™ -dihidroxi-chalcona,
galato de metila, acido galico, (6R,9R)-megastigma-4-en-
3-one-9-0-B-glicopiranosideo, quercetin-3-O-p-D-
xilopiranosideo e tricetin-3'-O-B-D-glicopiranosideo.?

MATERIAL E METODOS

A planta foi coletada na cidade de Carnaubeira da
Penha, Sertdao de Pernambuco, latitude: 08°19'09", longitu-
de: 38°44'41" e altitude: 446 metros,® entre os meses de
marco e julho de 2004, sendo entédo identificada pela
curadora do Herbario IPA, Dra. Rita de Cassia Pereira e
depositada no mesmo, sob registro de n° 70.007.

As partes da planta (folha, casca do caule, casca da
raiz, flor, semente, endocarpo e exocarpo da vagem) fo-
ram trituradas, pesadas e entéo feitas trés extracées su-
cessivas (exceto semente, endocarpo e exocarpo do fru-
to, somente em metanol) pelo processo de decocgéo. A
extracdo, dos triturados das plantas citadas anteriormente,
foi iniciada com o n-hexano, em seguida acetato de etila
e, por ultimo, metanol. Cada solvente, seguindo a sequén-
cia citada anteriormente, permaneceu em extragé@o por um
periodo aproximado de 72 horas, sendo entdo a solucao
extrativa vertida completamente em um filtro de papel e o
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proximo solvente incorporado a planta para uma nova ex-
tracdo, no sentido do solvente menos polar para o mais
polar. Os extratos filtrados foram levados a concentracao
no rota-vapor a vacuo (45° C), e entéo pesados.

As sete bactérias estudadas foram: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538, AM103), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538P,AM106), Salmonella spp serotipo Montevideo
(ATCC 8387, AM149), Klebsiella pneumoniae (ATCC
10031, AM50), Escherichia coli (ATCC 9723, AM-31),
Enterococcus faecalis (ATCC 33186, AM128) e Pseudo-
monas aeruginosa (ATCC 14502, AM206).

AM: Cédigo da colecdo do Laboratério de Analises
Microbiolégicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas —
UFPE. ATCC: American Type Culture Collection.

Os in6culos foram preparados em solugéo salina 0,9%
estéril, a partir de cultura de 24 horas em agar caseina de
soja, obtendo turvagao de 108 UFC.mL-1, em comparacao
com a escala 0,5 de McFarland.®

A atividade antimicrobiana dos extratos de S.
brasiliensis foram estudadas por dois métodos analiticos.
O primeiro avaliou a formacéo de halo de inibigéo produzi-
do pelo extrato, por meio da técnica de pocos difusdo em
agar e o segundo investigou a Concentragdao Minima Inibi-
toria (CMI) pela técnica de diluicdo em agar.

Os extratos secos oriundo de extragédo metanélica fo-
ram preparados em Agua:DMSO (1:1 v/v),(9e aqueles ex-
traidos em acetato de etila e n-hexano em Agua:Tween 80
(4,8:0,2 v/v). O antibiético padrdo para ambas as técnicas
foi a tetraciclina (TT) a 300 ug.mL" para a técnica de po-
cos/difusdo em agar, e para determinagédo do CMI foram
as concentragdes de 0,31 pg.mL" a 640 ng.mL" por placa
(fator de diluigao = 2).

As diluigdes dos extratos para determinagéo do halo
de inibicao e CMI foram, respectivamente, 100 mg.mL" e
50 mg.mL"e 312,5 ng.mL"a 2.103 pg.mL" (fator de dilui-
¢do 2).

Foram feitas solugdes controle dos adjuvantes (DMSO
50% e Tween 80,4%, para a técnica de pogos/ difusdo em
agar e CMI).

O semeio das bactérias foi realizado em meio agar
Mueller-Hinton, prosseguindo com a perfuracao dos pogos
(diametro de 6 mm), e aplicado 100 pl/pogo das diluicdes
obtendo-se 10 mg e 5 mg/poco, tetraciclina 30 pug/poco e
100 pl/pogo da solugéo controle de DMSO 50%. A medida
dos halos sdo a média de dupla analise.

As diluigcdes dos extratos foram incorporados ao meio
agar Mueller Hinton, na proporgéo de (9:1 v/v), obtendo-se
diluicoes de 31,25 pg/ml a 2000 pg/ml.

Os microrganismos foram inoculados asseptica-
mente na superficie do meio de cultura com as dilui¢gées,
jaincorporados, e, entdo, incubaram-se a 37°C = 1 por 24
horas.

Foram realizados controles das cepas, meio de cul-
tura e dos adjuvantes (DMSO 5% e Tween 0,4%).

O ensaio foi realizado em duplicata.

As analises cromatograficas foram feitas por Croma-
tografia em Camada Delgada (CCD) em Silica Gel (Merck-
Germany, 105553) e desenvolvidos por diferentes sistemas
cromatograficos, para averiguar a presenca ou auséncia,
utilizando-se padrées como controle; monoterpenos (timol),
triterpenoides (-amirina e acido ursélico), esteroides (j3-
sistosterol), saponinas, acgucares (glicose), flavonoides
(quercetina e canferol), acidos fendlicos (acido galico, aci-
do elagico e galato de metila), fenilpropanoides, alcaloides
(pilocarpina), cumarinas, proantocianidinas condensadas
e leucoantocianidinas (Catequina) (Tabela 1).

RESULTADOS
Os extratos obtidos a partir de diferentes solventes

tiveram seus respectivos rendimentos determinados (Ta-
bela 2).

Tabela 1. Partes da planta estudadas, solventes utilizados e calculo de rendimento

Parte da Planta Barauna Solventes Sigla Pesos (g) Rendimento
Planta Extrato (%)
Folha Hexano BFH 2125 2,6 1,22
Acetato de Etila BFA 10,6 4,99
Metanol BFM 28,3 13,32
Casca do caule Acetato de Etila BCA 833,2 3,9 0,47
Metanol BCM 425 5,10
Casca da Raiz Acetato de Etila BRA 291,2 3,7 1,27
Metanol BRM 18,3 6,29
Endocarpo da Vagem Metanol BENM 240,2 6,4 2,66
Exocarpo da Vagem Metanol BEXM 195,8 54 2,75
Flor Hexano BFLH 331,3 3,5 1,06
Acetato de Etila BFLA 8,3 2,51
Metanol BFLM 13,2 3,98
Semente Metanol BSM 2524 7,2 2,85
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Tabela 2. Sistemas cromatograficos utilizados para screening fitoquimico de Schinopsis brasiliensis Engl.

Metabdlitos Sistema de Eluicdo Revelador Referéncia
Alcaloides A Dragendorff (24)
Triterpenos e Esteroides B Liebermann (12)
Burchard
Iridoides A Vanilina (24)
Sulfrica
Saponinas A Anisaldeido (25)
Acucares Cc Trifeniltetrazdlio (15)
Cumarinas D u.v (25)
Derivados Cinamicos A NEU (25)
Flavonoides A NEU (24, 14)
Fenilpropanoglicosideos A NEU (25)
Proantocianidinas condensadas e A Vanilina 17)
Leucoantocianidinas Cloridrica

A-AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0 (100 : 11 : 11 : 26 v/v); B- AcOEt ~-HCOOH-AcOH-H,0 (100: 0.5: 0.5 : 0.5 v/v); C- n-BuOH-
Me,CO-Tampéo Fosfato pH =5 (40 : 50 : 10 v/v); - Et,O-tolueno-AcOH 10% (50 : 50 : 50 v/v)

Fitoquimica

O perfil fitoquimico dos diferentes extratos de
Schinopsis brasiliensis evidenciaram a presencga de com-
postos fendélicos, como flavonoides, acidos fenélicos (aci-
do galico e galato de metila) e esteroides (Sitosterol), e
derivados cindmicos. Os acidos fendlicos presentes na
folha e flor (acido elagico), canferol na casca da raiz,
quercetina no endocarpo do fruto. Triterpenos (Amirina)

presente nas folhas, aclcares (glicose) em toda a planta,
exceto folha. Por outro lado, néo foi encontrada a presen-
ca de cumarina, saponina, fenilpropanoides, iridoides e
quinonas (Tabela 3).

Os resultados da atividade antimicrobiana dos ex-
tratos de Schinopsis brasiliensis Engl. foram apre-
sentados nas Tabelas 4 e 5. Os extratos hexanicos da fo-
Iha e flor, Unicos testados, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana nas concentragdes ensaiadas.

Tabela 3 - Resultado da Triagem fitoquimica de Schinopsis brasiliensis Engl.

Metabélit_os Partes de Schinopsis brasiliensis (MeOH)

secundarios Folha Casca do Caule Casca da Raiz Endocarpo do Fruto Exocarpo do Fruto Semente Flor
Alcaloides ) ) ) ) ) ) )
Triterpenos + ) ) ) ©) ¢) +
Esteroides + + + + + + +
Iridoides ) ¢) ) ) ) ) )
Saponinas ) ) ) ) ) ) )
Aclcares redutores (-) + + + + + )
Cumarinas () ) ) ) ) ) -)
Derivados Cindmicos + + + + + + +
Acidos Fendlicos + + + + + + +
Flavonoides + + + + + + +
Phenilpropanoides ) ) ) ) ) ) )
Proantocianidinas (=) + + + ) ) )
Condensadas

Leucoantocianidinas (-) ) ) + ) Q] )

+: Presenga do correspondente metaboélitos secundario; (-): auséncia do correspondente metabélitos secundario; MeOH: metanol
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Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos das partes de Schinopsis brasiliensis Engl.

FM CM RM ENM EXM FLM SM TET

Pocos Pocos Pocos Pocos Pocos Pocos Pogos Poco
Cepas 105 CMI 105 CMI 10 5 CMI 105 CMI 105 CMI 105 CMI 105 CMI 30 CMI
AM31 25 24 1000 - - 1000 - - >2000 15 12 2000 11 - >2000 11 - 1000 - - >2000 23 1
AM50 25 23 500 23 21 1000 24 23 500 26 17 2000 16 14 >2000 23 27 250 719 16 >2000 30 0,5
AM103 22 21 500 27 19 1000 20 719 500 24 18 2000 719 17 1000 23 20 500 271 19 >2000 25 0,5
AM128 22 18 1000 12 11 2000 18 16 2000 20 18 2000 18 16 2000 20 17 500 21 17 >2000 26 0,5
AM149 25 22 500 14 - 1000 12 10 1000 15 11 >2000 11 - 2000 16 13 >2000 15 14 >2000 29 0,5
AM206 22 20 500 12 - 1000 11 - 2000 18 16 1000 16 15 >2000 14 12 250 18 16 >2000 17 1

Pogos: mg/pogo; nt :

ndo testado; -: Nao houve halo de inibigao; CMI: pyg/mL; F: Folha; C:

Casca do Caule; R: Casca da Raiz; EN: Endocarpo do fruto;

EX: Exocarpo do fruto; FL: Flor: S: Semente; M: Metanol; AM103: S. aureus, AM128: E. faecalis, AM206: P. aeruginosa, AM31: E. coli, AMS50:
K. pneumoniae, AM149: Salmonella spp.); TET: Tetraciclina; AM - Colegao do Laboratério de Analises Microbiologicas - Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas - UFPE

Tabela 5 - Atividade antimicrobiana dos extratos em acetate de etila das partes deSchinopsis brasiliensis Engl.

FA CA RA FLA TET

Pocos Pocos Pocos Pocos Poco
Cepas 10 5 CcMmI 10 5 CMI 10 5 CMI 10 5 CMI 30 CMI
AM31 12 - >2000 - - >2000 12 - >2000 13 - >2000 23 1
AMS50 217 20 >2000 14 11 500 16 - 500 20 17 2000 30 0,5
AM103 19 17 2000 22 18 250 15 11 >2000 217 16  >2000 25 0,5
AM128 20 17 >2000 12 11 2000 13 12 >2000 13 - >2000 26 0,5
AM149 17 13 >2000 14 - nt 13 12 >2000 20 18 >2000 29 0,5
AM206 18 16 500 13 11 >2000 15 14 >2000 15 12 >2000 17 1

Pogos: mg/pogo; nt : ndo testado; -: Nao houve halo de inibigao; CMI: pg/mL; F: Folha; C: Casca do Caule; R: Casca da Raiz; EN: Endocarpo do
fruto; EX: Exocarpo do fruto; FL: Flor: S: Semente; M: Metanol; AM103: S.. aureus, AM128: E. faecalis, AM206: P. aeruginosa, AM31: E. coli,
AMS50: K. pneumoniae, AM149: Salmonella spp.; TET: Tetraciclina; AM - Colegédo do Laboratério de Analises Microbiologicas - Departamento de

Ciéncias Farmacéuticas - UFPE

DISCUSSAO

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de um extra-
to é determinada pela medida do halo de inibicdo deste
frente a bactéria testada(" e a classificagdo quanto ao po-
tencial antimicrobiano tomou como referéncia os para-
metros de Alves et al.'? — halos de inibicdo < 9 mm séo
inativos; entre 9 e 12 mm, pouco ativos; de 13 a 18 mm,
ativos; > 18 mm, muito ativos) e Saraiva et al.!"® — CMI
< 100 pg/mL, é classificado como muito ativo; CMI entre
100 e 500 pg/mL, ativo; CMI > 500 e < 1000 pg/mL, mode-
radamente ativo; CMI > 1000 e <2000 pg/mL, pouco ativo;
e aqueles com CMI > 2000 pg/mL, inativos.

Outro ponto é que os extratos oriundos de extracao
em acetato de etila e hexano n&o obtiveram halo de inibi-
¢do, ou os halos de inibigcdo foram, na maioria das vezes,
inferiores aos dos extratos de extracdo metanélica. Isso
pode ser devido a auséncia de constituintes com ativida-
de antimicrobiana ou estes estédo presentes em quantida-
de insuficiente para provocar um halo de inibigédo. Ainda,

80

a causa de menor atividade antimicrobiana pode ser
justificada pelas caracteristicas quimicas do préprio ex-
trato, como pela presenca de cera, que aumenta a visco-
sidade do extrato dificultando a difusdo dos constituintes,
ficando retido no disco ou no pogo.'¥

Referente aos parametros citados anteriormente, po-
dem-se classificar os halos de inibicdo da fragdo meta-
noélica da folha (FM) com as melhores médias de halos de
inibicdo obtidos, da ordem de22 mma25mm e 18 mma
24 mm frente as cepas de E. coli (AM31), E. faecalis
(AM128), Salmonella spp. (AM149), P. aeruginosa
(AM206), S. aureus (AM103) e K. pneumoniae (AMS50),
para as concentracdes de 10 mg e 5 mg por poco, respec-
tivamente, classificados como muito ativos,'? exceto na
menor concentragéo frente a cepa de E. faecalis, que foi
ativo (Tabela 4 e 5).

Na determinagéo das CMI das fragdes de S. brasi-
liensis (Tabela 4 e 5) foram observados os menores valores
de CMI, classificadas como ativas,®em relagdo ao extrato
metandlico da flor (FLM), com valores de 250 ng/mL e
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500 pg/mL, respectivamente, diante de K. pneumoniae
(AM50), P. aeruginosa (AM206) e E. faecalis (AM128),
S. aureus (AM103), seguido pelo extrato metandlico das
folhas (FM), com CMI de 500 pg/mL em relacdo a
Salmonella spp. (AM149), K. pneumoniae (AM50), P.
aeruginosa (AM206) e S. aureus (AM103). O extrato da
casca do caule extraido com acetato de etila (CA) mos-
trou uma CMI de 500 pg/mL e 250 pg/mL em relagéo a
K. pneumoniae (AM 50) e S. aureus (AM103),
respectivamente, sendo o melhor resultado diante de S.
aureus.\31

Os extratos hexanicos das folhas e flor de S. brasi-
liensis nao apresentaram atividade antimicrobiana nas con-
centragGes ensaiadas.

A atividade antimicrobiana dos varios extratos das
partes de Schinopsis brasiliensis, em particular, das folhas
e casca do caule que apresentaram atividade antimi-
crobiana diante de bactérias Gram positivas e Gram nega-
tivas, também demonstrado por Saraiva et al."® e Chaves
etal."®pode ser justificada pela alta concentragao de tani-
nos no género Schinopsis,'® inclusive na espécie de
Schinopsis brasiliensis Engl., como também apresenta
flavonoides," '3 entre estes, as quercetinas. Ainda, aci-
dos fendlicos, como acido galico, galato de metila, acido
elagico!'®'9 e sitosterol. Catequina e proantocianidinas fo-
ram encontrados no endocarpo do fruto, terpenos!’ nas fo-
Ihas, na casca do caule® e raiz, estes identificados usan-
do-se padrdes de referéncia.

CONCLUSAO

Os extratos da folha, flor, endocarpo e exocarpo do
fruto, semente, casca da raiz e casca do caule de S. brasi-
liensis apresentaram uma boa atividade antimicrobiana,
diante das linhagens de bactérias Gram positivas e Gram
negativas de interesse clinico ensaiadas.

Dentre todos os extratos de S. brasiliensis, aqueles
das folhas, flores e casca da raiz e o extrato da casca do
caule extraido com acetato de etila apresentaram melho-
res CMIs, o que justificou maiores estudos com o objetivo
de identificar os metabdlitos secundarios com potencial
antimicrobiano. O cumprimento deste objetivo foi iniciado
com a elaboracéo e aprovagéo de um projeto de doutora-
mento, que tem como um dos objetivos isolar e idenficar
alguns dos constituintes ativos das folhas de S.
brasiliensis Engl. e determinarmos seu potencial anti-
microbiano.
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Abstract

This work evaluated the antimicrobial activity of n-hexane, ethyl acetate,
and methanolic extracts from different parts of Schinopsis brasiliensis
using wells and minimal inhibitory concentration agar diffusion methods
and the phytochemical screening. The results obtained showed that
the ethyl acetate and methanol from the leaves, flower, bark of the
stem, peel of the root and endocarp and exocarp of the fruit of
Schinopsis brasiliensis presented antimicrobial activity against
Escherichia coli (ATCC 9723, AM-31) Enterococcus faecalis (ATCC
33186, AM-128), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 14502, AM-206),
Salmonella spp. serotype Montevideo (ATCC 8387, AM-149),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Klebsiella pneumonia (ATCC
10031). Flavonoids, steroids, terpenoids, condensed proanthocyanidins,
leucoanthocyanidins and reducers sugars were detected in the
phytochemical analysis.

Keywords
Schinopsis brasiliensis; Antimicrobial activity, Phytochemical
analysis
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INTRODUGAO

Resumo

A hanseniase é causada pelo bacilo Mycobacterium leprae, um parasita intracelular obri-
gatério, com afinidade por células cuténeas e por células dos nervos periféricos. Na Paraiba,
a hanseniase assume proporgdes preocupantes. Nos ultimos anos, vém sendo detecta-
dos em média cerca de 970 casos novos da doenga em cada ano. Diante deste contexto
este trabalho teve como objetivo estudar pacientes com hanseniase em uma unidade de
referéncia no municipio de Campina Grande, no periodo de 2001 a 2008. Foi realizado um
estudo retrospectivo, longitudinal, documental e descritivo com cem pacientes do Servigco
de Referéncia em hanseniase do municipio citado entre 2001 e 2008. A faixa etaria mais
frequente foi de 45 a 54 anos com 20,0%. Os homens foram mais afetados que as mulhe-
res. Foram atendidos mais pacientes da zona urbana do que da zona rural. Ocorreu uma
incidéncia de 76,0% de casos multibacilares e 24,0% de paucibacilares. A forma clinica
Dimorfa foi a mais encontrada com 39,0% dos casos. Dentre os pacientes avaliados, a
Baciloscopia apresentou mais resultados positivos (39,0%). Com este trabalho, concluiu-
se que existe uma necessidade de agdes de saude pelas autoridades com o intuito de
minimizar a incidéncia desta doenca tdo prevalente ainda no Brasil.

Palavras-chave
Mycobacterium leprae; Hanseniase; Pacientes

O homem é reconhecido como unica fonte de infec-
céo (reservatorio), embora tenham sido identificados ani-

A milenar doenga hanseniase, denominada durante
muitos séculos por lepra, ainda traz contemporaneamente
arraigada ao seu nome o preconceito e discriminagéo dos
que a desenvolvem. Esta situacgéo é originada basicamen-
te em fungéo da generalizada falta de informacéao por parte
da populacédo ao seu respeito.("

A hanseniase é causada pelo bacilo Mycobacterium
leprae, ou bacilo de Hansen, que é um parasita intracelular
obrigatério, com afinidade por células cutaneas e por célu-
las dos nervos periféricos, que se instala no organismo da
pessoa infectada, podendo se multiplicar. O tempo de multi-
plicagéo do bacilo é lento, podendo durar de 11 a 16 dias. O
M.leprae tem alta infectividade e baixa patogenicidade, isto
é, infecta muitas pessoas, no entanto, s6 poucas adoecem.?

mais naturalmente infectados.® A doenga nao é heredita-
ria, pois ndo é possivel passar o material genético de uma
geracao a outra. Porém, a maior suscetibilidade a ela é
geneticamente herdada, por isso os filhos dos pacientes
de hanseniase tém mais facilidade de contrair a doenca do
que o conjuge, dentro do mesmo ambiente domiciliar.®

A classificacdo de Madri (1953) adota critérios de
polaridade baseados nas caracteristicas clinicas da doen-
c¢a, que foram acrescidos pelos aspectos bacteriolégicos,
imunolégicos e histolégicos da Hanseniase, definindo os
grupos polares, tuberculoide (T) e virchoviano (V) ou
lepromatoso (L); o grupo transitorio e inicial da doenca, a
forma indeterminada (l); e o instavel e intermediario, a for-
ma borderline (B) ou dimorfa (D).®
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A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) definiu a
hanseniase como um problema de saude publica, princi-
palmente nos paises cujas taxas de prevaléncia ultrapas-
sam um caso por 10 mil habitantes.® Entre os 11 paises
considerados de maior endemicidade pela Organizacao
Mundial de Satde (OMS), a india ocupa o 1° lugar, e o
Brasil, 0 2° lugar em niumeros de casos detectados.®

O diagnéstico da hanseniase é baseado em alguns
sinais cardinais, como a presenca de anestesia em lesdes
cutaneas, sugestivas da doencga, o espessamento de ner-
vos periféricos, e a demonstracdo do M. leprae no esfregago
de linfa ou cortes histologicos de tecidos.® A baciloscopia
da linfa é o exame complementar mais util no diagnéstico,
considerado padrao-ouro; é de facil execugéo e baixo cus-
to. Colhe-se o material a ser examinado (raspado de teci-
do dérmico) nos Iébulos das orelhas direita e esquerda,
cotovelos direito e esquerdo e em lesdo suspeita. A colo-
racao é feita pelo método de Ziehl-Neelsen e apresenta o
resultado sob a forma de indice baciloscépico da linfa (IBL),
numa escala que vai de 0 a 6+, dependendo do nimero de
bacilos observados por campo a microscopia.” O exame
baciloscopico também nos mostra quantitativamente a pre-
senca de bacilos integros (viaveis), que sédo evidenciados
intensamente corados. A quantidade de bacilos integros (vi-
aveis) em cem bacilos totais expressa o indice morfo-
l6gico.®

O tratamento da doenca é feito por meio dos esque-
mas de poliquimioterapia preconizados pela OMS: para
pacientes paucibacilares, composto de seis doses, com
100 mg diarias de dapsona e dose supervisionada de
600 mg mensais de rifampicina; para os multibacilares, dose
diaria de 100 mg de dapsona e 50 mg de clofazimina, e
dose mensal supervisionada de 600 mg de rifampicina e
300 mg de clofazimina, no total de 12 doses.®® Além dos an-
tibioticos, o tratamento demanda uma disciplina que altera
muitos habitos do paciente, exigindo abstinéncia de bebi-
das alcodlicas e exercicios fisicos diarios para os tenddes e
filamentos nervosos, principalmente dos membros superio-
res a inferiores. Os antibi6ticos séo fornecidos gratuitamen-
te pelo Centro de Saude que acompanha a evolugéo do tra-
tamento, exigindo a presenga mensal do paciente.("?)

Na Paraiba, a hanseniase assume proporcdes pre-
ocupantes. Nos ultimos anos, vém sendo detectados, em
média, cerca de 970 casos novos da doenga em cada ano,
0 que caracteriza um estado de média endemicidade e fran-
ca expansao da patologia."™ A distribuicdo da endemia no
estado, emrelacdo ao que ocorre no pais, também néo se
apresenta de forma homogénea. A maior concentracao
ocorre nos centros urbanos, mais especificamente em suas
periferias.('?

Do ponto de vista clinico, interessa se o resultado
da baciloscopia é negativo ou positivo, uma vez que isso
implicara a escolha do esquema terapéutico e o tempo de
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tratamento. O paciente com baciloscopia positiva deve ser
tratado com 12 doses de poliquimioterapia, enquanto que
aquele classificado como Paucibacilar (PB) e com bacilos-
copia negativa é tratado com seis doses.?")

Segundo Barreto et al.,(" dar o diagnoéstico final da
hanseniase, ou a classificacdo do paciente hansénico na
forma clinica correta, nem sempre é tdo simples. Um diag-
noéstico correto da forma clinica deveria se basear em cin-
co critérios: morfologia das lesdes, baciloscopia, histo-
patologia, imunologia (reagcdo de Mitsuda e sorologia) e
evolugdo clinica.('*19

O objetivo deste trabalho foi analisar a relagdo entre
a forma clinica da hanseniase e o resultado da baciloscopia
em pacientes consultados no Servico de Referéncia em
hanseniase de Campina Grande, Paraiba.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo, longitudinal,
documental e descritivo, com cem pacientes portadores de
hanseniase atendidos no ambulatério do Servico de Refe-
réncia em hanseniase no municipio de Campina Grande,
Paraiba, no periodo de 2001 a 2008.

As variaveis sociodemograficas estudadas foram: ida-
de, género e zona de habitacéo e as variaveis clinicas: clas-
sificagcdo operacional, classificagdo de Madri e baciloscopia.

Apo6s a geréncia de Vigilancia Epidemiolégica da
Secretaria Municipal de Saude do municipio citado ter as-
sinado um termo autorizando a pesquisa, os dados foram
coletados a partir de prontuarios de cada paciente nos ar-
quivos do Servigo de Referéncia em hanseniase de Cam-
pina Grande, Paraiba e transcritos para um formulario indi-
vidual elaborado especificamente para a pesquisa conten-
do questdes abertas e fechadas. Foram consideradas ape-
nas as informacgdes indispensaveis ao estudo.

Foram incluidos todos os pacientes de ambos os se-
xos, sem limite de idade e/ou classe social e que tiveram o
diagnéstico clinico confirmado e registrado junto ao servi-
¢o de referéncia. Foram excluidos do estudo os pacientes
encaminhados para realizar o diagnéstico e que nao o tive-
ram concluido no referido periodo.

Os dados foram tabulados e analisados de forma des-
critiva por meio do software da Microsoft© (Microsoft Office
2010 - Word e Excel) e apresentados através de figuras e/
ou tabelas em niameros e/ou porcentagens. Diante das va-
riaveis quantitativas, foi realizada uma analise, confrontan-
do os dados obtidos com os da literatura cientifica.

RESULTADOS
Foram analisadas as fichas do total de cem pacien-

tes atendidos no ambulatério do Servigo de Referéncia em
hanseniase de Campina Grande, PB no periodo de 2001 a
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2008, e, com relagéo a idade dos pacientes, foi observa-
do, conforme demonstrado na Figura 1, que a faixa etéaria
mais frequente foi a de 45 a 54 anos (20,0%), seguida da
de 55 a 64 anos (19,0%), enquanto que a faixa etaria de 0
a 14 anos (3,0%) foi a menos frequente, juntamente com os
individuos com idade superior a 75 anos (3,0%).

A Figura 2 mostra o total de casos de hanseniase se-
gundo o género no periodo em estudo. Foi observada uma
superioridade do género masculino (65,0%) sobre o femi-
nino (35,0%).

Outro parametro estudado foi o tipo de zona de habi-
tacdo em que reside o paciente com hanseniase atendido
no ambulatério do Servico de Referéncia em hanseniase
de Campina Grande, PB. A zona urbana (96,0%) foi bas-
tante superior a zona rural (4,0%), conforme dados demons-
trados na Figura 3.
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Figura 1. Casos de hanseniase atendidos no periodo de 2001 a 2008,
segundo a faixa etaria.

= 35,0%

® Masculino

B Feminino

® 65,0%

Figura 2. Casos de hanseniase atendidos no no periodo de 2001 a 2008,
segundo o género.

Na Tabela | observamos, quanto a classificagao
operacional, que os casos multibacilares (76,0%) foram pre-
dominantes sobre os casos paucibacilares (24,0%) ao lon-
go do periodo estudado.

De acordo com a classificacdo de Madri (1953), de-
monstrada na Tabela 2, a forma clinica mais encontrada foi
a Dimorfa (39,0%), seguida da Virchowiana (37,0%),
Tuberculoide (17,0%) e Indeterminada (7,0%).

RBAC.2016;48(3 Supl.1):83-8
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Figura 3. Casos de hanseniase atendidos no Servigo de Referéncia em
hanseniase de Campina Grande no periodo de 2001 a 2008, segundo a
zona de habitagéo.

Tabela 1 - Casos de hanseniase atendidos no Servigo de Referéncia
em Hanseniase de Campina Grande no periodo de 2001 a 2008,
segundo a classificagao operacional

Classificagao Operacional n %
Paucibacilar (PB) 24 24,0
Multibacilar (MB) 76 76,0
Total 100 100,0

Tabela 2 - Casos de hanseniase atendidos no Servico de Referéncia
em Hanseniase de Campina Grande no periodo de 2001a 2008,
segundo a classificagdo de Madri

Forma Clinica n %
Tuberculoide 17 17,0
Virchowiana 37 37,0
Indeterminada 7 7,0
Dimorfa 39 39,0
Total 100 100,0

A baciloscopia deu positiva em 39,0% dos pacientes
avaliados, negativa em 38,0% e, em 23,0% dos pacientes
analisados, nao havia nenhum registro com relacéo ao exa-
me baciloscépico. Nos pacientes com forma clinica Tuber-
culoide, a baciloscopia ndao apresentou resultados positi-
vos; 8,0% tiveram baciloscopia negativa e 9,0% desses
pacientes ndo tinham registro sobre o resultado da bacilos-
copia. Ja nos pacientes com a forma clinica Virchowiana
ocorreu uma grande porcentagem de baciloscopias positi-
vas (24,0%), superando as baciloscopias negativas (9,0%),
e 4,0% nao tinham registros. Nos casos dos pacientes por-
tadores da forma clinica Indeterminada, a baciloscopia ndo
apresentou resultados positivos, 4,0% desses pacientes
tiveram baciloscopia negativa e 3,0% estavam sem regis-
tro com relagcdo ao exame baciloscopico. E, por ultimo, os
casos com forma clinica Dimorfa, dos quais 15,0% dos pa-
cientes apresentaram baciloscopia positiva, 17,0% tiveram
resultado negativo e 7,0% desses pacientes ndo tinham
registro no tocante a baciloscopia, conforme pode ser ob-
servado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Distribuigdo em nimero e porcentagem da baciloscopia
entre os pacientes atendidos no Servigo de Referéncia em
Hanseniase de Campina Grande no periodo de 2001 a 2008

Baciloscopia Positiva Negativa Sem Total
Registro
Forma Clinica n % n % n % n %
Tuberculoide 0 0,0 8 80 9 90 17 17,0
Virchowiana 24 240 9 90 4 40 37 37,0
Indeterminada 0 0,0 4 40 3 30 7 70
Dimorfa 15 150 17 170 7 7,0 39 39,0
Total 39 390 38 380 23 23,0 100 100,0
DISCUSSAO

Neste trabalho verificou-se que a faixa etaria mais fre-
quente do total dos pacientes avaliados foi a de 45 a 54
anos com vinte casos (20,0%). Longo & Cunha('® e Mello
etal.,("estudando o perfil de pacientes hansénicos no Mato
Grosso do Sul e em Santa Catarina, respectivamente, tam-
bém encontraram resultados semelhantes. Esse dado é
relevante porque esses pacientes tém contato mais inten-
so com grande parte da populagéo, o que contribui para a
disseminacao da doenca.("®'® Além disso, esses pacien-
tes estdo na fase economicamente ativa e correm o risco
de exclusdo da cadeia produtiva por conta de incapacida-
des como consequéncia de uma provavel demora no diag-
nostico."® Evidenciaram-se, também, individuos com ida-
de inferior ou igual a 14 anos acometidos pela doenca, su-
gerindo tanto uma exposicéao precoce ao bacilo quanto con-
dicdes de alta transmissibilidade, determinada pela maior
endemicidade.®132021)

Foi observada, também, uma superioridade de paci-
entes do género masculino (65,0%) sobre os pacientes fe-
mininos (35,0%). Esse dado foi compativel aos encontra-
dos na literatura, em especial nos trabalhos de Lima et al.,?
estudando pacientes com hanseniase no Distrito Federal,
e Gomes et al.,’® avaliando pacientes de Ribeirdo Preto,
SP; no entanto, divergindo desses estudos e de outros de
ambito nacional, Lana et al.?® encontraram maior frequéncia
na populagéo feminina. O predominio da doencga no géne-
ro masculino poderia traduzir uma maior oportunidade de
contato social entre os homens, além de um exame clinico
menos cuidadoso em mulheres.(?224

Outro dado revelado foi com relagéo a zona de habi-
tacdo do paciente atendido em Campina Grande, PB. A
prevaléncia dos pacientes da zona urbana (96,0%) foi bas-
tante superior em relacdo aos da zona rural (4,0%), con-
cordando assim com o estudo de Mello et al.,('"” realizado
na regiao Sul de Santa Catarina.

Com relacao a classificagdo operacional, a forma
Multibacilar obteve uma frequéncia de 76,0%, ou seja, mui-
to superior a forma Paucibacilar, esta com apenas 24,0%.
No estado do Maranhao, Aquino et al.,®® estudando tam-
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bém pacientes com hanseniase, encontraram uma preva-
Iéncia dos casos multibacilares (MB) sobre os pauci-
bacilares (PB), fato este evidenciado também por Lastéria
et al.?®® estudando pacientes com hanseniase da cidade
de Botucatu, SP. Esse dado é muito importante, pois sédo
os casos multibacilares (MB) a principal fonte de transmis-
sdo da doencga, pois apresentam elevada carga bacilar na
derme e em mucosas e podem eliminar bacilos no meio
exterior.®® A ocorréncia de predominio da classificacao
operacional multibacilar leva a admitir que a estrutura atu-
almente mobilizada no combate a hanseniase esteja traba-
Ihando de maneira estatica, com uma demanda passiva
de pacientes ja antigos.®

De acordo com a classificagdo no Brasil, as quatro
formas de manifestacgédo da hanseniase sdo: Indeterminada,
Tuberculoide, Dimorfa e Virchowiana.® Neste estudo, os
resultados encontrados para essa classificacao foram: es-
ses: Forma Indeterminada (7,0%), Tuberculoide (17,0%),
Dimorfa (39,0%) e Virchowiana (37,0%). O baixo percentual
da forma Indeterminada (7,0%) juntamente com a alta inci-
déncia da forma Dimorfa (39,0%) demonstram atraso no
diagnéstico, permitindo inferir que a unidade bésica de sau-
de ndo vem detectando os casos nas formas iniciais da
doenca, ocorrendo uma evolugdo para as formas
Virchowiana ou Dimorfa.(6:212728)

Fleury et al.,*® em Sao Paulo, descreveram um caso
de um individuo em que uma unica lesdo, de aparéncia
Tuberculoide, era a Unica manifestagcdo da doenca. Foi
realizada biépsia da lesdo, que evidenciou hanseniase
multibacilar. Apés 15 dias de tratamento com PQT/MB
(poliquimioterapia para multibacilar), houve aparecimen-
to abrupto de papulas e placas eritémato-edematosas em
todo o corpo, ulceracéo no local da leséo inicial, e apare-
cimento de ulceras em perna esquerda associadas a fe-
bre, anorexia, astenia e cefaleia, sugerindo que a acao
bacteriostatica/bactericida dos medicamentos agiu sobre
bacilos instalados em outras areas cutaneas, os quais,
ao se fragmentarem, expuseram determinantes anti-
génicos que estimularam a reatividade imunocelular e a
exteriorizagao clinica.®?

Diante da importancia da baciloscopia, foram encon-
tradas, neste trabalho, 39,0% de baciloscopias positivas,
distribuidas somente nas formas clinicas Dimorfa e
Virchowiana, 38,0% de negativas distribuidas nas quatro
formas clinicas e 23,0% dos pacientes estavam sem regis-
tro de informacgdes a respeito da baciloscopia. Esses re-
sultados divergem dos encontrados no estudo de Lana et
al.,®V onde ocorreram mais pacientes com resultados ne-
gativos no tocante a baciloscopia.

Ja esses 23,0% de pacientes que estavam sem re-
gistro de informagdes com relacdo a baciloscopia provo-
cam questionamentos com relagéo aos critérios utilizados
para classificar pacientes em determinada forma clinica da
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doenca, ja que a baciloscopia ainda é um dos sinais cardi-
nais para conclusdao do diagnoéstico, exceto onde a
baciloscopia néo esta disponivel.®23)

CONCLUSAO

A faixa etaria mais frequente entre os pacientes
hansénicos avaliados foi a de 45 a 54 anos. Comrelagéo ao
género dos pacientes, os homens foram mais acometidos
pela hanseniase do que as mulheres. No Servigco de Refe-
réncia em hanseniase séo atendidos também mais pacien-
tes provenientes da zona urbana do que da zona rural.

De acordo com a classificagdo operacional, a forma
Multibacilar foi mais frequente do que a forma Paucibacilar.

Quanto a classificacdo de Madri, a forma clinica
Dimorfa foi a de maior prevaléncia, seguida da Virchowiana,
posteriormente a Tuberculoide e, por ultimo, a forma clinica
Indeterminada.

Dentre os pacientes avaliados ocorreu um namero
maior de resultados positivos com relagdo a baciloscopia
do que resultados negativos, como também ocorreu uma
porcentagem de pacientes sem registro do resultado da
baciloscopia.

Portanto, os dados levantados nesta pesquisa refor-
¢am a importancia da realizacédo de estudos regionais, para
se conhecer melhor a distribuicdo da doenga em cada loca-
lidade, podendo assim auxiliar tanto o profissional da saude
quanto o proprio paciente na prevencgao e cura da doencga.
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Abstract

Hansen’s disease is caused by Mycobacterium leprae which is an
obligate intracellular parasite with affinity by skin cells and peripheral
nerve cells. In Paraiba, hansen’s disease causes concern. In recent
years, it has been detected on average about 970 new cases each
year. Given this context this work had as objective to study patients
with hansen’s disease in a unit of reference in Campina Grande city, in
the period of 2001 to 2008. It was carried out a retrospective, longitu-
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dinal, descriptive and documental study with 100 patients of the
Reference Service to Hansen's disease in the city of Campina Grande
between 2001 and 2008. The age group most frequent was of 45 to 54
years with 20,0% of the cases. The men are more affected than women.
Are treated more patients from urban area than rural area. There was
an incidence of 76,0% of multibacillary cases and 24,0% of
paucibacillary. The Borderline clinical form was the most frequent with
39,0% of cases. Among the patients evaluated the Bacilloscopy showed
more positive results (39,0%). With this work, we conclude that there
is a need for health actions by authorities with the purpose of reducing
this disease still so common in Brazil.
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Mycobacterium leprae; Hansen's disease; Patients
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Resumo

A literatura aborda uma incidéncia elevada de relagdes de pneumonia associada a ventila-
¢ao mecanica. De acordo com os dados de vigilancia do National Nosocomial Infection
Surveillance (NNIS) do Centro de Controle de Doengas (CDC), a pneumonia é a segunda
infeccao nosocomial em termos gerais e a infecgdo mais comum em Unidades de Terapia
Intensiva-UTI.(A etiologia é primordialmente bacteriana, sendo que mais de 90% dos casos
sdo secundarios a estes agentes. Os principais agentes causadores de pneumonia associ-
ada a ventilagéo (PVA) séo os bacilos Gram negativos, Pseudomonas aeruginosas. Devido
a sua correlagdo com o aumento de taxa de mortalidade, a incidéncia elevada em Unidades
de Tratamento Intensivo e a associagdo a desenvolvimento de microrganismos
multirresistentes, torna-se de extrema importancia o diagndstico preciso ndo s6 da PAV,
como também do agente patogénico, uma vez que ocorre utilizagéo de antibidticos de largo
espectro indiscriminadamente, o que pode desencadear uma mutagédo génica devido a sua
facilidade de troca de informagdes genéticas.

Palavras-chave
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INTRODUGAO

A Pneumonia Associada a Ventilagdo — PAV é uma
resposta inflamatéria do hospedeiro a multiplicagéo incon-
trolada de microrganismos que alcangam as vias areas
distais, decorrente da intubagdo endotraqueal. Essa multi-
plicagcdo de microrganismos desencadeia uma deplecéo dos
mecanismos de defesas das vias aéreas superiores (VAS).
Existem diversos fatores relacionados a colonizagdo aumen-
tada da orofaringe, entre eles a aspirag@o endotraqueal, ida-
de avancada e desnutricéo, fatores estes que aumentam sig-
nificativamente o risco da PAV.("? Enquanto a equipe de en-
fermagem se preocupa com as formas ideais de tratar seus
pacientes na terapia intensiva, farmacéuticos, biomédicos e
outros profissionais buscam meios de diagnésticos mais pre-
cisos para determinada patologia.®

E conhecido que varias técnicas foram desenvolvidas
para amenizar o sofrimento do tratamento em Unidades de
Tratamento Intensivo (UTI), como, por exemplo, o sistema
fechado de aspiracédo endotraqueal.® Neste sistema utili-
za-se um cateter de multiplo uso, que fica conectado entre
o tubo endotraqueal e o circuito do ventilador mecanico,
eliminando o risco associado com a desconexao do paci-
ente de ventilador mecanico para realizar a sucgéo.

As principais vantagens deste sistema estdo na ma-
nutengédo dos parametros cardiovasculares, protecédo da
equipe, prontidao para sucgéao e reducgéo do custo do pro-
cedimento e diminuigdo no risco de infecgdes.® Os princi-
pais agentes causadores de Pneumonia Associada a Ven-
tilacdo sdo Pseudomonas aeruginosas, bacilos Gram ne-
gativos. A P aeruginosa é uma espécie de bactéria aero-
bica, ndo fermentadora, que se apresenta em forma de
bastonetes isolados ou aos pares, movidos por flagelos
polares. Sdo patdégenos oportunistas, geralmente associa-
dos a fatores predisponentes, como ferimentos, infeccdes
parasitarias, otite externa, ou fatores associados a imuno-
depressao.® P aeruginosas produzem diversas substan-
cias toxicas incluindo a Toxina A, Proteases Alcalinas e
Elastases, que sdo importantes na producdo do edema,
da hemorragia e pneumonias. Ela € uma bactéria invasiva
e toxigénica, que cresce facilmente, mesmo em condicdes
desfavoraveis aos outros microrganismos e possuem re-
sisténcia intrinseca e adquirida aos antimicrobianos mais
comuns, sendo causa frequente de infec¢cdes nosocomiais.

O conhecimento das caracteristicas da P aeruginosa
e de seus mecanismos de patogénese é muito importante
para os profissionais de saude, tanto para o diagnéstico
como para a escolha do tratamento.
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Para o diagnéstico da PAV, os critérios sé@o a pre-
senca de progressivo infiltrado pulmonar, febre, leucocitose
e secrecdo traqueobrénquica purulenta. O diagnéstico da
infeccdo é feito pela cultura do material proveniente do
processo infeccioso e a intervengao farmacolégica é rea-
lizada de acordo com o resultado laboratorial do antibio-
grama.®

E importante ressaltar que o uso irrestrito de antibio-
ticos aumenta a resisténcia a antibioticoterapia. P. aeru-
ginosa esta entre as bactérias mais amplamente isoladas
nos hospitais em todo o mundo, sendo associada a eleva-
das taxas de morbidade e mortalidade em pacientes criti-
cos de Unidade Terapia Intensiva, com pneumonia associ-
ada a ventilagdo.® Aliteratura demonstra que a utilizagao
de antibiéticos de largo espectro indiscriminadamente pode
desencadear uma mutagdo génica que confere perfil de
resisténcia bacteriana.”” Portanto, o diagnéstico preciso
ndo s6 da PAV como também da caracterizagéo do agen-
te patogénico deve ser realizado criteriosamente, uma vez
que P, aeruginosa possui a facilidade de troca de informa-
¢des genéticas por meio de genes que codificam enzimas
metalo-p-lactamases (MPLs), que sdo enzimas relaciona-
das com o perfil de resisténcia destas bactérias resisten-
tes a beta-lactamicos. Essa familia de enzimas pertence a
classificacdo B, de Ambler, e é muito diversificada, sendo
que, no Brasil, a mais encontrada é a Enzima IMP-1, VIM-1
e SPM-1.0

O objetivo deste trabalho foi revisar junto a literatura
a correlagéo e necessidade de um diagnéstico correto da
pneumonia associada a ventilagdo mecanica bem como

os meios de diagnosticos relacionados a esta patologia,
ja que a mesma representa um problema de saide em
unidades de saude.

MATERIAL E METODOS

Com a finalidade de atingir os objetivos abordados
neste estudo, foi realizada uma pesquisa bibliogréafica
construida a partir de materiais ja escritos, como livros e
artigos cientificos da literatura médica das bases de da-
dos Scielo, Medline, Pubmed e Lilacs. A presente pes-
quisa é do tipo exploratéria, que consegue proporcionar
maior familiaridade com o problema, com objetivo de
torna-lo mais explicito e construir hipéteses acerca do
mesmo.

O diagnéstico de PAV é de dificil estabelecimento;
desse modo, a determinagdo do diagndstico final pode
ser facilitada pelo emprego de esquemas (Esquema 1).
De acordo com a literatura, o quadro radiol6gico do térax
que apresentar infiltrado persistente pode estar associa-
do a congestédo e causas nao infecciosas. Todavia, para
caracterizar um processo de infecgéo, o paciente deve
apresentar mudanca do aspecto fisico do escarro, leuco-
citose/leucopenia e febre/hipotermia.®

Uma vez fechada a suspeita, segue-se a coleta da
secrecao endotraqueal ou lavado bronco-alveolar e hemo-
cultura. Para se iniciar a antibioticoterapia, emprega-se a
Rotina de Conduta de Tratamento da PAV Precoce. Caso
o resultado da cultura seja positivo deve-se ajustar a tera-
pia de acordo com o que foi obtido no laboratério.*

Suspeita clinico de
PAV

Paciente sob VM acima de 48
horas

Suspeita de PAV com a
Presenga de :Infiltrado
Radiologico Febre, Escarro
Purulento e Leucocitose

.
Analise de Amostra das Vias
Aéreas, Secreqdo Traqueal
ou Lavado Bronco-alveolar,
para Cultura Quantitativa.

7

Inicio da

Esquema sobre o Diagnostico

Antibioticoterapia,de
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Pneumonia associada a ventilagdo mecanica em pacientes submetidos a aspiragdo endotraqueal

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pneumonia é uma infec¢do que ocorre no parén-
quima pulmonar atingindo bronquiolos respiratérios e alvé-
olos, que sdo preenchidos por exudato inflamatério, o que
prejudica as trocas gasosas. Ela pode ser causada por
qualquer agente infeccioso, como fungos, virus, parasiitas
ou bactérias, em sua maioria, e é considerada a principal
causa de morte em pacientes hospitalizados.

Os principais agentes causadores desta infec¢ao séo:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacteriaceae. Estes se diferenciam de acordo com
os pacientes em uma UTI, duracdo de permanéncia na
mesma e uma precoce terapia antimicrobial.

O diagnéstico de certeza da pneumonia nosocomial
associada a ventilacdo e a escolha do esquema anti-
bioticoterapico correto deveriam ser feitos por meio da
identificacéo etiolégica do agente causador, por cultura e
antibiograma.®

O diagnéstico de P, aeruginosas depende do seu iso-
lamento e identificacao laboratorial.® Pode ser utilizado o
agar-sangue ou meios para o crescimento de bacilos Gram
negativos entéricos. A incubacgéo pode ser feita a 42°C, o
que inibe o crescimento de outras espécies. Na cultura
podem ser observados os seguintes aspectos: (1) Coldni-
as circulares e lisas, com producédo de pigmento azul
(piocianina) e/ou esverdeado fluorescente (pioverdina);
(2) Hemolise (no cultivo em meio agar-sangue); (3) Odor
caracteristico. A bactéria cresce bem na maioria dos mei-
os de cultura de rotina, sua identificacdo baseia-se na sua
morfologia (bastonete Gram negativo). As mesmas s&o pro-
dutoras de oxidases e redutores de nitrato a nitrito.

DISPOSIGOES FINAIS

Atualmente, nota-se que é de extrema importancia o
diagnoéstico preciso, ndo apenas da PAV, como também
do agente patogénico, uma vez que ha utilizacao de antibi-
o6ticos de largo espectro indiscriminadamente, o que pode
desencadear uma mutacéo génica de bactérias como as
P aeruginosas devido a sua facilidade de troca de infor-
macdes genéticas e as mutacgdes e selegdes naturais rela-
cionados ao excessivo uso de antibiéticos, incluindo os
carbapénicos, convertendo-se em ameacas aos pacientes
hospitalizados bem como aumentando o tempo de hospita-
lizacdo e o custo do tratamento.®

Abstract

The literature discusses a high incidence relations of ventilator-
associated pneumonia. According to surveillance data from the National
Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) in CDC2, pneumonia is the
second nosocomial infection in general and the most common infection
in intensive care units, ICU. The etiology is primarily bacterial and
more than 90% of cases are secondary to these agents. The main

RBAC.2016;48(3 supl.1):89-91

causative agents of ventilator-associated Pneumonia are Gram-negative
Pseudomonas aeruginosa. Given its correlation with increased mortality,
the high incidence of Care Units and Intensive association with
development of multidrug-resistant bacteria becomes extremely
important not only accurate diagnosis of PAV as well of pathogen, as
is broad-spectrum antibiotics indiscriminately which can trigger a
mutation due to its ease of exchange of genetic information

Keywords
Pneumonia; PAV; Ventilation; Pseudomonas aeruginosa
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Resumo

As infecgbes do trato urinario (ITU) tém prevaléncias distintas de acordo com a faixa
etdria, género do paciente e o local onde foi adquirida a infecgdo. Do mesmo modo, o perfil
de resisténcia antimicrobiana também apresenta grande variagédo em relagéo ao patégeno
em questao. O conhecimento do perfil de infecgéo e resisténcia de patégenos causadores
de ITU pode auxiliar na identificagao de fatores predisponentes e na adequagéao do trata-
mento dessas infecgdes. Para a realizagao do estudo, foram analisadas 3.033 uroculturas
de pacientes ambulatoriais atendidos em janeiro e julho de 2011 na Grande Porto Alegre.
Foram identificadas 451 uroculturas positivas (86% provenientes de mulheres), sendo que
a Escherichia coliapresentava-se em 66% dos casos, seguida de Enterococcus em 13,5%,
Klebsiella em 7,5%, Staphylococcus em 6,4%, entre outros. Cinquenta e um por cento
das cepas de E. coli encontradas eram resistentes a ampicilina ou a sulfametoxazol-
trimetroprim, enquanto que 10,2% das cepas de Enterococcus eram resistentes a norflo-
xacina. Um dado particularmente preocupante é a alta taxa de resisténcia de E. coli a
norfloxacina, antibidtico de primeira escolha no tratamento de ITU. A realizagdo de estu-
dos epidemiolégicos recentes, portanto, pode ser essencial na escolha da melhor forma
de tratamento.

Palavras-chave

Urocultura; Infecgéao do trato urinario; Resisténcia bacteriana; Antibiograma

INTRODUGAO

A infeccéo do trato urinario (ITU) corresponde a ter-
ceira doenca infecciosa mais comum na pratica clinica, fi-
cando atras somente das infec¢des do trato respiratério.")
As infecgdes do trato urinario sdo multiplicagées anormais
de microrganismos (virus, fungos ou bactérias patogénicas)
nos rins, ureteres, bexiga e/ou uretra. Em condicdes nor-
mais, o trato urinario é estéril acima da uretra.®

As ITU podem ocorrer por via linfatica, uma vez que
o rim possui conexao linfatica com o intestino, por via hema-
togénica, visto que o rim possui intensa vascularizagéo e
estd, portanto, suscetivel em infecgdes sistémicas, e por
via ascendente, quando o microrganismo atinge o trato
urinario através da uretra, podendo chegar a bexiga,
ureteres e rins. Esta ultima é a via de infecgdo mais comum
em pacientes ambulatoriais, sendo as mulheres as mais
atingidas.

Estima-se que entre 10% e 20% das mulheres teréo,
pelo menos, um episédio de ITU no decorrer da vida e que
25% a 30% apresentarao recidivas.®® No homem, o com-

primento da uretra, o maior fluxo urinario e o fator antibac-
teriano prostatico séo fatores protetores contra ITU. Por
outro lado, a hiperplasia prostatica, observada com o avan-
¢o da idade, pode obstruir parcialmente o fluxo urinéario e
impedir o completo esvaziamento vesical, podendo cau-
sar, consequentemente, infecgées no trato urinario.*

As ITU podem ser sintomaticas ou assintomaticas. Os
sintomas pelos quais pacientes ambulatoriais buscam ori-
entacdo médica sao disuria, urgéncia miccional, polaciuria,
febre, calafrios, dor suprapubica, entre outros.® O padréo-
ouro para o diagnéstico de ITU é a urocultura, seguida de
identificacdo do agente etiolégico e da determinacéo de
seu perfil de sensibilidade a antimicrobianos por antibio-
grama ou teste de sensibilidade a antimicrobianos.® Os
resultados desses exames, entretanto, podem levar mais
de uma semana para serem liberados, motivo pelo qual a
automedicacdo é tado praticada entre pacientes ambula-
toriais. A automedicacéo é muitas vezes acompanhada de
um tratamento insuficiente em termos de tempo de admi-
nistracdo da droga, uma vez que o paciente tende a parar
o tratamento no momento em que cessarem os sintomas.
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Somado a isso, a prescricdo empirica de medicamentos
pode levar a um tratamento ineficiente no qual o antibiético
trara somente prejuizos ao organismo.”®

Outro sério problema da automedicagédo é o aumen-
to da resisténcia bacteriana quando o tratamento é mal con-
duzido. Isso é de extrema importancia visto que uma par-
cela dos pacientes tera reincidéncia de ITU, o que pode
tornar seu tratamento subsequente mais complicado. Di-
versos estudos mostram que alguns antibiéticos, principal-
mente a ampicilina, que ja foram largamente utilizados,
agora ja néo se apresentam mais como antibiéticos de pri-
meira escolha justamente pela alta porcentagem de
patoégenos a eles resistentes.("?

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatis-
tica (IBGE), a regidao metropolitana de Porto Alegre, ou
Grande Porto Alegre, possui mais de 3 milhdes e 900 mil
habitantes.("® Considerando-se os dados do IBGE e da
Anvisa, estima-se que a prevaléncia de ITU ultrapasse 40
mil pessoas na regiao.®

O tratamento inicial é usualmente empirico e guiado
por dados disponiveis na literatura. Diversos estudos indi-
cam a reducgédo progressiva da taxa de sensibilidade aos
antimicrobianos, restringindo as op¢des terapéuticas para
uso empirico.®"'¥ O conhecimento do perfil dos agentes
etiolégicos mais frequentes permite adequar a estratégia
de tratamento a suscetibilidade dos patégenos encontra-
dos na populacéo local.

Frente a este quadro, verifica-se que poucos estudos
tém analisado o perfil de resisténcia aos antimicrobianos
causadores de ITU adquiridas na comunidade. Estudos de
vigilancia internacional da resisténcia demonstram um au-
mento no padrédo de resisténcia contra antimicrobianos
comumente utilizados no tratamento destas infecgdes.(119
Programas de vigilancia podem ser ferramentas valiosas
disponibilizando informacgdes importantes referentes a re-
sisténcia bacteriana ou localizacdo geografica e tipo de in-
feccdo referente a determinada populagdo." Estudos re-
gionais que analisem as ITU adquiridas na comunidade e
seu padréao de resisténcia aos antimicrobianos sédo neces-
sarios visando a diminui¢ao da resisténcia frente aos anti-
biéticos comumente utilizados na pratica clinica, otimizando
o tratamento destas infecgbes e a qualidade de vida dos
pacientes.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de
infeccbes do trato urinario e de resisténcia a antibiéticos
de pacientes ambulatoriais na regidao da Grande Porto Ale-
gre, RS, Brasil.

MATERIAL E METODOS
Foirealizado um estudo por analise retrospectiva em

3.033 uroculturas de pacientes ambulatoriais da regido me-
tropolitana de Porto Alegre (municipios de Porto Alegre,

RBAC.2016;48(3 supl.1):92-7

Canoas, Novo Hamburgo, Cachoeirinha, Santo Anténio da
Patrulha e Gravatai) atendidos no Laboratério Endocrimeta
de Analises Clinicas Ltda. Foram coletados dados dos me-
ses de janeiro e julho de 2011.

As amostras de urina (1 pL) foram semeadas em agar
cromogénico (PROBAC) com alga estéril descartavel e dei-
xadas em estufa a 36°C + 1°C por 18 horas a 24 horas.
Foram consideradas positivas aquelas que apresentaram
crescimento igual ou superior a 100.000 UFC/mL ao final
desse periodo. Aidentificacédo exata das coldnias foi reali-
zada por meio de testes bioquimicos complementares e/
ou de coloragé@o de Gram.(819

Apbs aidentificacao, os testes de sensibilidade micro-
biana foram conduzidos em meio Mueller-Hinton. Breve-
mente, a coldnia foi diluida em salina estéril até que essa
atingisse a turbidez de 0,5 na escala McFarland e essa so-
lucéo foi semeada com haste flexivel descartavel e estéril
no meio de cultura. Os testes de suscetibilidade aos anti-
microbianos foram realizados pelo método de Kirby-Bauer
por disco-difusé@o. O halo de inibigcdo do crescimento bacte-
riano foi avaliado apo6s 18 horas a 24 horas de incubacéao
da placa em estufa (36°C + 1°C) e foram seguidos os pa-
drées do Clinical and Laboratory Standards Institute.?®

Os resultados utilizados neste estudo foram cole-
tados a partir de registro em bancos de dados do labora-
torio. As variaveis quantitativas estao representadas por
meio de construgdo de graficos contendo frequéncias re-
lativas (%).

RESULTADOS

Das 3.033 uroculturas, 451 (14,9%) foram considera-
das positivas, observando-se maior prevaléncia em mulhe-
res (86,9%) que em homens (13,1%). Nao foram observa-
das tendéncias a sazonalidade. As faixas etarias com mai-
or nimero de amostras positivas foram aquelas entre 21 e
30 anos e a partir de 71 anos (Tabela 1).

Tabela 1. Género e faixa etaria dos individuos atingidos pelas ITU
na regiao da Grande Porto Alegre

Total Positivas

Uroculturas 3033 451
Género Total % dos Positivos

Feminino 392 86,9%

Masculino 59 13,1%
Faixa Etaria Total % dos Positivos

0a 10 anos 26 6%

11 a 20 anos 30 7%

21 a 30 anos 86 19%

31 a 40 anos 59 13%

41 a 50 anos 47 10%

51 a 60 anos 70 16%

61 anos ou mais 133 29%
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O micro-organismo mais frequentemente isolado foi
a Escherichia coli, que correspondeu a 66,3% das infec-
¢oes, seguido de Enterococcus sp. (13,5%), Klebsiella
pneumoniae (7,5%), Staphylococcus saprophyticus
(6,4%), Proteus mirabilis (5,5%), Staphylococcus aureus
(2,4%) e Pseudomonas aeruginosa (0,7%). Os outros
1,1% foram compostos por outros micro-organismos,
como Citrobacter sp. (Figura 1).

Patogenos Isolados

Outros 11.1%
Pseudomonas aeruginosa | 0.7%
Staphylococcus aureus M 2.4%
Proteus mirabilis il 5.5%
Staphylococcus ..l 6.4%
Klebsiella pneumoniae |lwsl 7.5%
Enterococcus sp. I 13.5%
Escherichia coli R G630
0% 20% 40% 60% 80%

Figura 1. Patégenos isolados em uroculturas positivas de pacientes
ambulatoriais na regido da Grande Porto Alegre.

Entre as cepas de Escherichia coli (E. coli), somente
29,1% apresentaram sensibilidade a todos os antibiéticos
testados. Das cepas resistentes, 44,5% apresentaram re-
sisténcia a ampicilina, enquanto que 36,1% eram resisten-
tes a sulfametoxazol-trimetroprim; 51,1% apresentaram re-
sisténcia a ambos os quimioterapicos. Outros antibiéticos
aos quais as cepas apresentaram resisténcia foram:
norfloxacina (30,6%), cefalotina (16,5%), gentamicina
(12,4%), cefoxitina (4,1%), nitrofurantoina (4,1%), ceftriaxona
(2,4%) e ciprofloxacin (2,4%) (Figura 2).

Escherichia coli
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Figura 2. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos apresentado por
cepas de E. coliisoladas de pacientes ambulatoriais. AMP - ampicilina;
SUT - sulfametoxazol-trimetroprim; NOR - norfloxacina; CFL - cefalotina;
GEN - gentanicina; CFO - cefoxitina;NIT - nitrofurantoina; CRO -
ceftriaxona; CIP - ciprofloxacina.
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A segunda bactéria mais prevalente nas amostras
de urina analisadas foi Enterococcus sp. Diferentemente
ao perfil de sensibilidade apresentado pelas cepas de E.
coli, grande parte das cepas de E. faecalis apresentaram
sensibilidade aos antibiéticos testados. Somente 10,2%
demonstraram resisténcia a norfloxacina, 6,1%, a
ampicilina, 4,1%, a nitrofurantoina, 4,1% (Figura 3).

Enterococcus sp.

12,0%
10.2%

-
o
o
®

8,0%
6,1%
6,0%

4,0%

% Cepas Resistentes

2,0% -

0,0% -
NOR AMP NIT

Figura 3. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos apresentado por
cepas de Enterococcus isoladas de pacientes ambulatoriais. NOR -
norfloxacina; AMP - ampicilina; NIT - nitrofurantoina.

As cepas de Klebsiella pneumonie apresentaram re-
sisténcia natural a ampicilina, porém 15% também s&o re-
sistentes ao sulfametoxazol-trimetroprim e 12% a nitro-
furantoina (Figura 4).

Klebsiella pneumonie
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Figura 4. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos apresentado por
cepas de Klebsiella isoladas de pacientes ambulatoriais. AMP -
ampicilina; SUT - sulfametoxazol-trimetroprim; NIT - nitrofurantoina;
NOR - norfloxacina;, GEN - gentanicina; CFL - cefalotina;, CRO -
ceftriaxona; CFO - cefoxitina; CAZ - Ceftazidima; CIP - ciprofloxacina;
TOB - Tobramicina ; AMI - amicacina; AMC - Amoxilina com Acido
clavulanico.

Conforme esperado, todas as cepas de Proteus
mirabilis apresentaram resisténcia a nitrofurantoina, porém
24% delas eram resistentes a ampicilina e 24% também a
sulfametoxazol-trimetroprim (Figura 5), sendo que, em al-
guns casos, essa resisténcia era concomitante.
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Figura 5. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos apresentado por cepas
de Proteus isoladas de pacientes ambulatoriais. AMP - ampicilina; SUT
- sulfametoxazol-trimetroprim; GEN - gentamicina; NOR - norfloxacina;
CFL - cefalotina. Todas as cepas séo resistentes a NIT - nitrofurantoina.

DISCUSSAO

No Brasil, a ITU € uma das infecgbes bacterianas mais
comuns e responsaveis por significativa mortalidade.?" En-
quanto o tratamento preciso e eficaz das ITU pode evitar
complicacdes graves, como pielonefrites, abscessos renais
e pionefrose,® o conhecimento da prevaléncia e do perfil
de resisténcia antimicrobiana pode auxiliar a comunidade
médica na escolha do melhor tratamento dessas infecgoes.

Na populacédo analisada, quase 87% dos individuos
atingidos por ITU eram mulheres. Este achado corrobora
com os dados obtidos na literatura em que incidéncia de
infeccdo urinaria em homens é muito menor do que nas
mulheres. Individuos do sexo feminino apresentam maior
suscetibilidade a esse tipo de infecgcdo devido a questdes
fisiolégicas, como o menor fluxo urinario, e anatémicas,
como o menor cumprimento da uretra.®

Quanto a faixa etéria dos pacientes atingidos, 19%
apresentavam idade entre 21 e 30 anos. Esta faixa etéaria
possui maior atividade sexual, sendo identificada como um
fator de risco para a aquisi¢cao de ITU.?" Qutra faixa etaria
muita atingida sao individuos com idade superior a 71 anos
(23%). Segundo a Organizag¢é@o Mundial da Satide (OMS),
as infeccdes, em geral, constituem a maior causa de morte
em idosos.® A OMS destaca ainda a crescente resistén-
cia bacteriana em idosos, provavelmente devido ao uso de
antibiéticos ao longo da vida. Nessa populagéo, as ITU sédo
mais comuns pela presenca de fatores como o enfraqueci-
mento dos musculos do assoalho pélvico e a hiperplasia
prostatica, que dificultam o esvaziamento total da bexiga e
favorecem a estase e adesdo bacteriana, a redugéo da
capacidade vesical, quedas nos niveis hormonais que le-
vam a reducdo das secrecdes vaginais e a alteragdes no
epitélio, diminuicdo da atividade bactericida da secrecao
prostatica, entre outros.?¥
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Tanto em pacientes ambulatérias quanto em hospita-
lares, a Escherichia coli é o agente etiolégico mais
prevalente em ITU, sendo isolado em 60% a 90% dos ca-
$0s.2132526) No presente estudo, cerca de 66% das uro-
culturas positivas apresentaram E. coli. E importante res-
saltar que mais da metade das cepas de E. coli encontra-
das eram resistentes ao sulfametoxazol-trimetroprim e/ou
a ampicilina, antibiéticos que ja se encontram no mercado
ha anos, mas que sao de classes distintas (sulfonamida e
beta-lactamico, respectivamente). Preocupantemente, ao
longo dos ultimos anos vem sendo observado um aumento
da resisténcia de cepas de E. coli a uma terceira classe
de antimicrobianos, as quinolonas. Dezessete por cento das
cepas analisadas apresentaram resisténcia a norfloxacina,
um quimioterapico da classe das quinolonas que inibe a
topoisomerase Il e IV, sendo considerado de amplo espec-
tro. Atualmente, a norfloxacina é um dos antibi6éticos mais
utilizados para tratamento das ITU, mas este estudo de-
monstra que, em grande parte das cepas testadas, o anti-
biético ja se mostra ineficaz. Este achado indica que seu
uso indiscriminado ja esta levando a selegdo de microrga-
nismos resistentes, dificultando o tratamento das ITU. Por
outro lado, a ciprofloxacina, fluoroquinolona alternativa a
norfloxacina com maior penetragéao intracelular, ainda mos-
trou-se eficiente em cerca de 98% dos casos de infecgcéo
por E. coli, apresentando-se como uma op¢ao nos casos
de E.coli resistentes aos antibiéticos de primeira escolha
e em infecgdes recorrentes.

Da mesma forma, foi encontrado um perfil elevado
de resisténcia (10,2%) a norfloxacina no segundo agente
patolégico mais prevalente, o Enterococcus sp., nas
amostras de urocultura analisadas. Quando comparado a
E. coli, este patégeno apresenta menos resisténcia ge-
ral, incluindo somente 6,1% de resisténcia a ampicilina.
Enquanto isso, parte consideravel das cepas de Klebsiella
apresentam-se resistentes a sulfametoxazol-trimetroprim
e a nitrofurantoina. Nesses casos, ao contrario das infec-
¢des por E. coli, a norfloxacina apresenta-se como uma
das melhores opgdes de quimioterapia, o que ressalta a
importancia do diagnéstico clinico-laboratorial anterior ao
tratamento.

O presente estudo também apresenta o perfil de sen-
sibilidade a cefalosporinas, sendo importante ressaltar que
9% das cepas de Klebsiella sdo resistentes a ceftriaxona,
cefalosporina de terceira geragcédo. Enquanto isso, na po-
pulagédo da regido da Grande S&o Paulo, menos de 2%
das cepas de Klebsiella eram resistentes a ceftriaxona em
2007.?" Essa discrepancia demonstra a importancia da
regionalizacao dos estudos e a dificuldade na generaliza-
cédo de achados de pesquisas e planos de tratamento no
territério nacional. Mesmo em populagdes muito préximas
geograficamente, o perfil de infecgcdo e resisténcia
microbiana pode variar consideravelmente. Um estudo
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semelhante e recente também realizado no Rio Grande do
Sul mostrou resultados significativamente diferentes dos
presentes, encontrando somente 1% de Enterococcus sp.
nas amostras de urina,"® fato que ressalta mais uma vez a
importancia dos estudos epidemiolégicos.

O perfil de resisténcia microbiana encontrado nas
uroculturas analisadas de pacientes da regido da Grande
Porto Alegre poderia ser justificado pelo uso inadequado
ou indiscriminado de antibiéticos, o que leva a selegéo de
cepas com mecanismos de resisténcia. Estudos epide-
miolégicos dos uropatégenos e o estabelecimento do per-
fil da sensibilidade aos antimicrobianos sdo aspectos de
relevancia, pois podem ser significativamente diferentes por
estarem associados a pressédes seletivas locais.!"" Assim,
este estudo pretende contribuir com busca da qualidade
do tratamento das ITU enfatizando a importancia do diag-
nostico preciso e dos testes de antibiograma prévios a ad-
ministracéo de antibiéticos em ITU. A escolha do medica-
mento deve ser feita com base no resultado do teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos, ja que o perfil de re-
sisténcia é variavel e muitos micro-organismos isolados de
pacientes com suspeita de ITU apresentaram resisténcia a
antibiéticos utilizados empiricamente. Também é demons-
trado que a resisténcia aos trés antibiéticos mais comu-
mente utilizados na pratica clinica — ampicilina, norfloxacina
e sulfametoxazol-trimetroprim — esta atingindo niveis
preocupantes, o que reforga ainda mais a necessidade de
antibiogramas prévios a prescrigéo de antibioticos.

CONCLUSAO

Estudos epidemiolégicos como este auxiliam na es-
colha e na otimizagéo do uso racional dos antimicrobianos
possibilitando maior qualidade ao tratamento de infec¢ées
urinarias. Também demonstram a importancia da realiza-
¢do de ensaios de andlise do perfil de resisténcia do
patégeno, prévio ao tratamento antimicrobiano.
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Abstract

The urinary tract infections (UTI) have different prevalence according
to age, gender of the patient and where infection was acquired. Similarly,
the profile of antimicrobial resistance also varies widely in relation to
the pathogen in study. Knowledge of infection and resistance profile of
pathogens causing UTI may help identify predisposing factors and the
adequacy of treatment of these infections. For this study, we analyzed
3,033 urine cultures from outpatients seen in January and July 2011 in
Grande Porto Alegre. We identified 451 positive urine cultures (86%
from women), and Escherichia coli was identified in 66% of the cases,
followed by Enterococcus in 13.5%, 7.5% Klebsiella, Staphylococcus
6.4%, and others. Fifty-one percent E. coli strains were resistant to
ampicillin or to trimethoprim-sulfamethoxazole, and 10.2% of
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Enterococcus strains were resistant to norfloxacin. A particularly
concerning data is the high rate of resistance of E. coli to norfloxacin,
the antibiotic of first choice in UTI. Recent epidemiological studies,
thus, may be essential in choosing the best treatment.

Keywords
Urine culture; Urinary tract infection; Bacterial resistance; Antibiotic
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Resumo

A Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) representa um importante mecanismo de
resisténcia no ambiente hospitalar mundial, estando envolvida em casos mais graves,
principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), por ser uma bactéria oportunista.
A pesquisa de KPC é relevante a fim de alertar sobre a disseminagéo da resisténcia aos
antimicrobianos, contribuindo para a redugéo dos indices de morbidade e mortalidade
ligados a diferentes doencas infecciosas. A KPC é uma enzima produzida por bactérias
Gram negativas da familia das enterobactérias e sua presenca pode conferir resisténcia
aos antimicrobianos carbapenémicos, além de inativar penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos. Este estudo pesquisou 136 isolados clinicos de pacientes internados
em UTls de um hospital terciario do norte do Rio Grande do Sul, realizando o teste de
disco-difusdo com imipenem e meropenem, utilizando, como controle positivo, uma cepa
de Acinetobacter baumanni produtora de Verona Imipenemase (VIM) e, como controle
negativo, Escherichia coli ATCC 25922. Das 136 culturas analisadas no periodo de um
més, ndo foram encontradas culturas positivas para enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos (ERC), o que indica a inexisténcia de colonizagéo por KPC nas culturas
de pacientes nas UTls estudadas, o que nao exclui a importancia e a necessidade da
continuidade das coletas de vigilancia epidemioldgica.

Palavras-chave
Klebsiella pneumoniae carbapenemase; Resisténcia bacteriana a antimicrobianos; Infecgao
hospitalar

INTRODUGAO linas, cefalosporinas e monobactamicos, causando infec-
¢bes graves em diferentes partes do corpo humano, estan-
No ambiente hospitalar, os pacientes colonizados por do associada a altos indices de mortalidade. Ao mesmo

linhagens de enterobactérias resistentes a carbapenémicos
(ERC) — bacilos Gram-negativos da familia Enterobac-
teriaceae — devem ser identificados e isolados dos demais
pacientes para evitar a disseminagédo da resisténcia e a
ocorréncia de um surto hospitalar. A resisténcia a carba-
penémicos em enterobactérias pode ser causada pela
enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC),
entre outras -lactamases, a qual apresenta alto indice de
transmissdo nosocomial, por estar localizada em um
plasmideo transferivel.

A situacédo preocupa porque a presenca da enzima
KPC em isolado bacteriano confere resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos, além de inativar penici-

tempo, o patégeno encontra terreno fértil para a prolifera-
¢do nos hospitais por faltas de medidas basicas de pre-
vencao entre profissionais da saude, pacientes e familia-
res e/ou visitantes, propagando-se pelo contato intra-hos-
pitalar.")

A B-lactamase KPC ocorre mais comumente em
Klebsiella pneumoniae, mas também foi relatada espora-
dicamente em outras espécies de enterobactérias
(Klebsiella oxytoca, Enterobacter spp., Escherichia coli,
Salmonella spp., Citrobacter freundii e Serratia spp.) e
Pseudomonas aeruginosa.”? De acordo com a Anvisa
(2010), a KPC foi identificada inicialmente em Klebsiella
pneumoniae pela primeira vez em 2001, na Carolina do
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um hospital terciario do norte do Rio Grande do Sul, Brasil

Norte, EUA. Ap6s a rapida expanséo da classe de
carbapenemase KPC na costa leste dos Estados Unidos,
os relatos em todo o mundo comecgaram a aparecer. Mi-
crorganismos produtores de KPC continuaram a se espa-
lhar ao longo do tempo e ja foram reportados em 27 esta-
dos dos Estados Unidos e em muitos paises do mundo,
incluindo China, Colémbia, Brasil, Israel, Canada, Franca,
Irlanda, Grécia e mais recentemente na Italia.®

Entre setembro e novembro de 2006, quatro cepas
K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos foram iso-
ladas de quatro pacientes internados em diferentes Unida-
des de Terapia Intensiva (UTIs) de um hospital terciario lo-
calizado em Recife, no nordeste do Brasil.¥ Segundo a
Anvisa, entre 2009 e 2010 ja foram relatados casos nos
hospitais do Espirito Santo (3); Goias (4); Minas Gerais (12);
Santa Catarina (3); Distrito Federal (157) e Sédo Paulo (70).5

A triagem fenotipica se da preferencialmente por meio
de antibiograma com discos de cefalosporinas de terceira
geracao (cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima, ceftizo-
xima, ceftriaxona) e imipenem (IPM), meropenem (MEM) e
ertapenem (ETP), além do teste de Hodge modificado,”
embora, para fins de diagnostico, somente a medida do
diametro dos halos de inibicdo para carbapenémicos seja
suficiente para deteccédo de carbapenemase.

Neste estudo avaliou-se a ocorréncia da colonizagéo
do trato gastrintestinal por ERC em pacientes internados
em UTls de um hospital terciario do noroeste do Rio Gran-
de do Sul, Brasil. Considerando as confirmagdes recentes
de infec¢des causadas por bactérias produtoras de KPC
em diferentes localidades do Brasil, tornou-se importante
sua pesquisa, pois ap6és sua identificacdo pode-se contro-
lar e reduzir a sua disseminacéao. O servigo de identifica-
cédo de pacientes colonizados por essas bactérias ainda
nao existia neste hospital, tornando-se importante essa pro-
posta para todos os pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva e que fazem uso de antimicrobianos de
amplo aspectro.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

O estudo foi realizado no Hospital Sdo Vicente de
Paulo (HSVP) em Passo Fundo, estado do Rio Grande
do Sul, Brasil. O hospital dispde de servigos em diversas
areas como: medicina de alta complexidade, internacéao
hospitalar, servicos ambulatoriais, medicina nuclear, cen-
tro diagnéstico, centro cardioneurovascular, centro onco-
l6gico, emergéncia, Banco de Tecidos Musculo-Esque-
léticos, transplantes e engenharia biomédica, com abran-
géncia macrorregional, atendendo a mais de 350 munici-
pios. O hospital possui 600 leitos de internagéo, sendo
que 78 correspondem a Unidades de Terapia Intensiva
adulto, pediatrico e neonatal.

RBAC.2016;48(3 supl.1):98-102

Tipo de estudo e coleta de dados

O delineamento desta pesquisa consiste num estudo
transversal quantitativo, com amostra induzida conforme a
demanda dos servigos envolvidos, que inclui pacientes das
UTIs do HSVP e culturas bacterianas coletadas nos meses
de abril e maio de 2011. As amostras de swab retal foram
coletadas no primeiro dia da internacédo de cada paciente
na UTI, 7, 14 e 21 dias ap6s, com o propdsito de observar
a evolugéo da colonizacao por ERC. Os dados coletados
foram dispostos em uma planilha, contendo as seguintes
informacdes: nome, idade, sexo, unidade de internacéao,
tempo de internacgédo, data da coleta, nimero do registro
do paciente no laboratoério e resultado da cultura de vigilan-
cia epidemiolégica para ERC, observando se o paciente
chegou a instituicdo colonizado. Esta coleta de dados foi
realizada por meio do sistema interno de computadores
do HSVP no Laboratério de Analises Clinicas.

As coletas foram realizadas pela equipe de enfer-
magem das UTls, sendo que a mesma recebeu orienta-
¢des prévias para o procedimento de coleta, com o obje-
tivo de minimizar erros e auxiliar as interpretagdes micro-
biol6égicas. Os isolados bacterianos de um mesmo paci-
ente foram identificados por numeracéao arabica, e os tipos
morfologicos diferentes no mesmo paciente por letras
(exemplo: 1a, 1b, 1c, e, de outro paciente: 2a, 2b, 2c, ...).
Por razdes éticas, o nome dos pacientes foi utilizado ape-
nas pelos pesquisadores e foi mantido em absoluto sigi-
lo, sendo que a participacdo na pesquisa nao ofereceu
risco a saude do mesmo.

Metodologia

O processamento das amostras seguiu a metodologia
descrita na Nota Técnica N° 01/2010 de culturas de vigilan-
cia para deteccdo de enterobactérias produtoras de
carbapenemases (ERC). ® Paraisso, utilizaram-se amos-
tras de swab retal acondicionadas no meio de transporte
Amies.

Em um tubo contendo 5 mL de Caldo Triptona de Soja
(TSB), adicionou-se um disco meropenem (10 pg) e intro-
duziu-se o swab, homogeneizando a amostra no caldo. Esta
cultura foi incubada em estufa bacteriolégica, por 16-18
horas a 35+2°C.

Apoés esse periodo de incubacgdo, a cultura foi
homogeneizada e repicada, por esgotamento, em uma pla-
ca contendo agar MacConkey, aplicando sobre a superfi-
cie do agar um disco de imipenem (10 pg) e outro de
meropenem (10 pg). Incubou-se novamente a placa em
estufa bacteriolégica por 16-18 horas a 35+2°C.

O controle de qualidade foi feito a cada bateria de
testes realizados, utilizando-se como controle positivo ce-
pas de Acinetobacter baumanni produtora de Verona
Imipenemase (VIM) (Figura 1), e controle negativo
Escherichia coli ATCC 25992.
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Figura 1. Controle positivo: Acinetobacter baumannii produtora de VIM.
Foto cedida pela Dra. Ana Cristina Gales, do Laboratério Alerta e
Laboratério Especial de Microbiologia Clinica, Divisdo de Doencas
Infecciosas, Universidade Federal de S&do Paulo.

A cultura foi reportada como positiva ou negativa para
enterobactéria resistente a carbapenémicos possivel pro-
dutora de KPC, VIM dentre outras (Figura 2).

Figura 2. Resultado negativo: cultura de vigilancia epidemiolégica de
paciente em estudo.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa obede-
ceram aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Hu-
manos conforme Resolugéo no 196/96 do Conselho Naci-
onal de Saude sob protocolo no 049/2011. Nenhum dos
procedimentos usados ofereceu riscos a dignidade dos
participantes.

Biosseguranca e descarte de material biolégico

As atividades seguiram as recomendacdes de
biosseguranca quanto a manuseio e descarte de material
biolégico, bem com a utilizacdo de EPIs (Equipamentos
de Protecéo Individual) e EPCs (Equipamentos de Prote-
¢do Coletiva) aplicados a laboratérios de microbiologia.”
Os procedimentos laboratoriais microbiolégicos, desde a
coleta do material até a emissé@o do laudo, seguiram as
orientagdes do Manual de microbiologia clinica para o con-
trole de infecgdo em servigos de saude.

Todos os procedimentos que envolveram a manipu-
lacdo de material biolégico foram conduzidos dentro das
normas da Comissdo de Biosseguranca em Saude
(CBS).®
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Apos as andlises, as amostras foram eliminadas com
subsequente descarte segundo resolucdo da diretoria
colegiada — RDC 306, de 7 de dezembro de 2004, da
Anvisa.®

RESULTADOS

Ao todo, 136 culturas de um total de 106 pacientes
foram analisadas no periodo de 18 de abril a 18 de maio
de 2011. Dentre elas, 95 na UTI- Central, 9 no CCIE (Cen-
tro de Cuidados Intensivos de Enfermagem), 22 na UTI-
Pediatrica e 10 UTI-Neonatal. Neste periodo de estudo, nao
foram encontradas culturas positivas para ERC. A existén-
cia de coldnia fermentadora de lactose préxima ao disco
seria identificada bioquimicamente e testada por disco-di-
fusdo conforme os critérios da Nota Técnica N° 01/2010.

As coletas para a realizacao das culturas foram feitas
no primeiro, no sétimo, no décimo quarto e no vigésimo
primeiro dia de internacdo. Sendo assim, 76 pacientes
(71,7%) foram analisados no primeiro dia de internacao,
24 pacientes (22,6%) no sétimo dia, cinco pacientes (4,7%)
no décimo quarto e um paciente (0,9%) no vigésimo pri-
meiro dia de internacdo. Pacientes que receberam alta da
UTI ou sofreram 6bito ou ndo foram acompanhados poste-
riormente. Todas as 136 culturas de swab retal avaliadas
apresentaram resultado negativo pela pesquisa fenotipica
para a presenca de ERC.

DISCUSSAO

A pesquisa fenotipica de ERC nas 136 amostras in-
cluidas neste estudo revelou resultado negativo para todas
as cepas testadas, eliminando a possibilidade da presen-
¢a fenotipica de carbapenemase provavelmente KPC. Po-
rém, o numero de amostras testadas pode néo ter sido
satisfatério para a deteccdo desse mecanismo de resis-
téncia emergente, visto que, até o momento, se conhecem
raros relatos de KPC no Brasil oficialmente descritos,® e
pela duracéo do estudo, que nao é representativa do ano
de 2011. Em contrapartida, nos Estados Unidos, a enzima
ja se tornou endémica.("®"™ Em pesquisa realizada por Bratu
et al., em dois hospitais de Nova York, foram testadas 602
amostras e 45% apresentaram algum mecanismo de re-
sisténcia, sendo apenas 3,3% (44) confirmadas por biolo-
gia molecular como KPC-2. De modo semelhante, em Isra-
el, entre 2004 e 2006, foram estudadas 4.149 cepas resis-
tentes a carbapenémicos e, delas, apenas 51 (1,3%) fo-
ram identificadas como KPC positiva. Evolutivamente, em
2004-2005, a enzima foi encontrada em somente seis iso-
lados, e as demais (45), em 2006, denotando crescente
aumento da KPC. A proporgéao anual desse mecanismo de
resisténcia foi de 0,4%, 0,7% e 3,1% nos trés anos de es-
tudo, respectivamente.('?
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A partir de 2009, o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) passou a recomendar a pesquisa da enzima
KPC em isolados de enterobactérias com resisténcia a
cefalosporinas de terceira geracao (cefoperazona, cefo-
taxima, ceftazidima, ceftizoxima e ceftriaxona) e sensibili-
dade diminuida a carbapenémicos (ETP 19-21 mm; MER
16-21 mm; IMP: é fraco preditor de carbapenemase). Nes-
sa situacdo, a padronizagéo estabeleceu a confirmacéo de
carbapenemase por meio do teste de Hodge modificado.(™
Entretanto, de acordo com o manual M100-S19 (CLSI,
2011), a realizacdo do teste de Hodge modificado nédo é
mais obrigatoria na rotina do laboratério de microbiologia,
sendo necessaria apenas para fins epidemiol6gicos.

O servico de identificagcdo de pacientes colonizados
por esses patégenos multirresistentes ndo existia neste
hospital, o que tornou importante essa proposta de estudo
para todos os pacientes internados em Unidades de Tera-
pia Intensiva e que fazem uso de antimicrobianos de amplo
aspectro. Sugere-se que o periodo de amostragem seja
ampliado por, no minimo, 12 meses para promover a vigi-
lancia eficaz destas cepas. Como as enzimas KPC estao
localizadas em estruturas genéticas moveis que podem se
disseminar entre os pacientes e levar a surtos epidémicos
no ambiente hospitalar, faz-se importante a investigacao
desse patégeno em testes laboratoriais de rotina. Assim,
fica sinalizada a importancia de se estabelecer uma rotina
para a pesquisa de KPC em isolados de Enterobac-
teriaceae com sensibilidade reduzida a carbapenémicos,
posto que esses pacientes possuem o maior potencial de
apresentar essa nova carbapenemase.

Além disso, um controle rigoroso da infec¢éao é abso-
lutamente necessario, pois esses microrganismos sao de
facil transferéncia. A higiene das méaos é fundamental para
evitar a propagacao de bactérias, inclusive as produtoras
de KPC. Comissdes e Servico de Controle de Infeccao
Hospitalar (CCIH e SCIH) séo decisivos no controle do uso
de antimicrobianos e de procedimentos de higienizacao/
esterilizacdo em ambientes hospitalares, e, ainda, devem
monitorar o perfil de sensibilidade das bactérias isoladas
na instituicdo e promover a educacgéo dos profissionais da
saude.

De acordo com o Manual do Departamento de Con-
trole de Infeccdo do HSVP, a partir de 2009, os cuidados
hospitalares devem ser tomados para evitar a dissemina-
céo de cepas multirresistentes, que inclui precaugdes de
contato para pacientes colonizados e/ou infectados, o uso
de aventais com mangas longas e uso adequado de luvas
de procedimento e de higiene das maos com agua e
antisséptico ou alcool gel antes e depois de atender esses
pacientes, o uso individual de term6émetros, estetoscopios
e esfigmomandmetros, individual ou grupo de controle, den-
tro do hospital,(' além da fiscalizagdo das agdes de
assepsia das unidades de terapia intensiva (UTIs).

RBAC.2016;48(3 supl.1):98-102

O resultado obtido no estudo é favoravel para o hos-
pital, pois indica que ndo ha colonizagéo por ERC (supos-
tamente KPC) nos pacientes das Unidades de Terapia In-
tensiva, o que reduz o risco de infecg@o hospitalar e de trans-
missdo entre os pacientes. Apesar da inexisténcia de pa-
cientes colonizados por ERC entre os analisados nesta pes-
quisa, as coletas de cultura de vigilancia epidemiolégica
devem continuar a ser realizadas a fim de se detectarem
precocemente pacientes colonizados. Além disso, a coleta
realizada no 1°,7°, 14° e 21° dia permite que se avalie se o
paciente chega ao HSVP colonizado e ou se a coloniza-
céo ocorre durante o periodo de internacgéo.

Isso também é favoravel porque reduz os gastos hos-
pitalares com o tratamento desse patégeno multirresistente
e isolamento de pacientes, pois os antimicrobianos utiliza-
dos sao de custo elevado e a colonizacéo exige a prolon-
gacéo da internacao do paciente, entre outros gastos.

CONCLUSAO

Durante o periodo de estudo, ndo foram encontrados
pacientes colonizados por ERC nas UTls estudadas, o que
néo exclui a importancia e a necessidade da continuidade
das coletas de vigilancia epidemiolégica para pesquisa de
ERC. Considerando as confirmacdes recentes de infecgdes
causadas por bactérias produtoras de KPC em diferentes
localidades do Brasil, tornou-se importante sua pesquisa
para controlar e reduzir a sua disseminacao.
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Abstract

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) is an important
mechanism of resistance in hospitals worldwide and is involved in more
serious infection cases, especially in Intensive Care Units (ICU), being
an opportunistic bacteria. KPC's research is relevant in order to warn
about the spread of antimicrobial resistance, contributing to the
reduction of morbidity and mortality associated with various infectious
diseases. The KPC is an enzyme produced by Gram-negative bacteria
ofthe Enterobacteriaceae family and its presence may confer resistance
to carbapenem antibiotics, and inactivate penicillins, cephalosporins
and monobactams. This study surveyed 136 clinical isolates of ICU
patients from a tertiary hospital in the northern of Rio Grande do Sul,
performing the disk diffusion test with imipenem and meropenem, using
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as positive control a strain of Acinetobacter baumannii producing VIM
and Escherichia coli ATCC 25922 as a negative control. Of 136 cultures
assayed within one month, there were no positive cultures for ERC
(Enterobacterial Resistant to Carbapenens) indicating the absence of
colonization by KPC in the cultures of patients in ICUs studied, which
does not exclude the importance and need for continued surveillance
of the collection.

Keywords
Klebsiella pneumoniae carbapenemases; Bacterial resistance to
antimicrobial drugs; Hospital infection
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INTRODUGAO

Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar os principais patégenos anaerébios obrigatérios
associados a processos infecciosos. Metodologia: Foram avaliados 408 espécimes
clinicos provenientes de pacientes internados no Hospital de Clinicas de Curitiba, PR,
no periodo de 2002 a 2010. Resultados: Bactérias anaerébias foram isoladas de 108
espécimes clinicos (26,5%). A maioria das amostras positivas (65,7%) apresentou cul-
tivo misto contendo bactérias anaerébias e facultativas, enquanto que no restante das
amostras (34,3%) foram isoladas apenas bactérias anaerdbias. Foram isoladas 139
bactérias anaerébias, resultando em uma ocorréncia de 1,3 por amostra. A amostra
clinica que apresentou maior positividade foi secregéo proveniente de abscessos (41,7%).
Bacilos Gram negativos foram os mais isolados (70,5%), com predominio do grupo
Bacteroides fragilis (60,4%), seguido por Bacteroides sp. (5,8%) e BGN pigmentados
(Porphyromonas e Prevotella) (2,9%). Entre os Gram positivos foram isolados
Peptostreptococcus sp. (13,7%), bacilos Gram positivos esporulados, incluindo
Clostridium perfringens (8,6%) e Clostridium sp (5,0%) e ndo esporulados
(Propionibacterium acnes, Bifidobacterium e Eubacterium) (2,2%). Conclusao: Bacté-
rias anaerdbias estdo implicadas em varios processos infecciosos e sua identificagéo,
apesar de pouco empregada, muitas vezes representa uma etapa decisiva no diagnoésti-
co microbioldgico.

Palavras-chave
Bactérias anaerdbias: Infecgéo polimicrobiana; Bacteroides fragilis

bacterianos. A maioria das infeccdes por bactérias
anaero6bias é geralmente de origem endégena e

Na pratica laboratorial, bactérias anaerébias sao
definidas como sendo microrganismos que requerem
uma reduzida tensédo de oxigénio para seu crescimento
e ndo se desenvolvem na superficie de meios de cultura
em atmosfera aerébia normal.

O termo anaerébio tem sido definido por diferentes
autores com base na quantidade de oxigénio que as bac-
térias podem suportar. Bactérias anaerdbias estritas ndo
apresentam crescimento na superficie de agar em atmos-
fera contendo mais de 0,5% de oxigénio. Bactérias
anaerdbias moderadas toleram niveis de oxigénio entre
2% a 8%.1"

As bactérias anaerobias sédo isoladas de todos os
sitios anatémicos do corpo humano onde existe
microbiota normal, formando complexos sistemas eco-
l6gicos, juntamente com outros tipos respiratorios

polimicrobiana, sendo que o nimero de isolados pode
ser de cinco a dez organismos no mesmo processo in-
feccioso.?

As infecgdes anaer6bias geralmente sdo causadas
por bactérias anaerébias moderadas, sendo que os prin-
cipais patégenos isolados pertencem aos géneros
Bacteroides, Clostridium, Peptostreptococcus,
Fusobacterium entre outros.® O tratamento dessas in-
feccdes deve levar em consideracdo o crescimento
bacteriano lento e fastidioso, a natureza polimicrobiana
e as elevadas taxas de resisténcia a antimicrobianos. A
terapia antimicrobiana empregada é principalmente
empirica e baseada em dados obtidos através de estu-
dos epidemiologicos multicéntricos.®

Devido a complexidade dos processos de isolamen-
to e identificacdo das bactérias anaerébias, nem todos
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os laboratoérios pesquisam rotineiramente esses organis-
mos. Deste modo, a ocorréncia de bactérias anaerébias
em materiais clinicos, frequentemente é subestimada e
os dados epidemiolégicos sdo escassos.

O obejtivo deste trabalho foi analisar a ocorréncia
de bactérias anaerébias em diferentes processos infec-
ciosos provenientes de pacientes internados do Hospital
de Clinicas de Curitiba, PR, durante o periodo de 2002 a
2010. Apenas as bactérias que cresceram unicamente em
anaerobiose foram incluidas neste trabalho, com excecéao
das cepas de Propionibacterium acnes isoladas de
hemocultura.

MATERIAL E METODOS

Amostras clinicas

Foram analisadas 408 amostras provenientes de pa-
cientes com suspeita clinica de infec¢cdo por bactérias
anaerobias. Espécimes clinicos provenientes de absces-
sos foram coletados por meio de técnica cirdrgica, ou por
puncédo asséptica, e enviadas ao laboratério em meio de
transporte tipo Amies (Newprov, Curitiba, PR, Brasil).

Amostras de sangue foram semeadas em frasco de
hemocultura e incubadas em aparelho automatizado Bact-
Alert (bioMeriéuex, Franca). Amostras sélidas foram obti-
das por bidpsia e enviadas ao laboratério em frasco es-
téril no espacgo de 30 minutos.

Processamento inicial

O exame direto das amostras foi realizado pela co-
loracdo de Gram, o que permitiu a avaliacdo das carac-
teristicas morfotintoriais da microbiota presente no ma-
terial.

Meios de cultura

As amostras foram semeadas para pesquisa de bac-
térias anaerobias-facultativas em agar sangue (5% de
hemacias carneiro), agar MacConkey e agar chocolate.
Para recuperacao da maioria das bactérias anaerébias,
utilizou-se o agar sangue infuso de cérebro e coracao
suplementado (Brain Heart Infusion Supplemented -
BHIS).

O agar sangue alcool feniletilico suplementado
(Phenylethyl Alcohol Agar - PEA) foi utilizado com o pro-
pésito de selecionar as bactérias anaerébias Gram po-
sitivas e inibir o crescimento invasivo de cepas de
Proteus sp.

Para isolamento de membros do grupo B. fragilis
foi utilizado o agar Bacteroides Bile Esculina (BBE), con-
tendo gentamicina 0,1 mg/mL.® Os meios de cultura para
pesquisa de anaerébios foram suplementados com
hemina (5 pg/mL) e menadiona (10 yg/mL para meios
so6lidos e 0,1 pg/mL para meios liquidos). Antes da
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inoculacdo, os meios foram mantidos em atmosfera
anaerobia, por um periodo de duas horas. As amostras
liquidas, como liquido pleural, ascitico, pericardico e ou-
tros, quando coletadas em volume suficiente, foram
semeadas na propor¢cao 1:10 em frascos para hemo-
cultura, contendo 45 mL de caldo soja tripticaseina. VVolu-
mes menores foram inoculados em tubos contendo 5 mL
de caldo tioglicolato suplementado e repicados para mei-
os so6lidos apds 48 horas de incubacéo.

Condigdes de incubacao

Os meios de cultura semeados foram incubados a
35°C por 24-48 horas para recuperacdo de bactérias fa-
cultativas e por até cinco dias para anaerébios. O agar
MacConkey e o 4gar sangue foram incubados em atmos-
fera de aerobiose, enquanto que o agar chocolate foi in-
cubado em atmosfera com 5% a 10% de gas carboénico.
Os meios de cultivo para anaero6bios foram incubados
em jarra bacteriolégica.

A atmosfera de anaerobiose foi obtida no interior
da jarra pela introdugé@o da mistura gasosa constituida
de 80%-85% de nitrogénio, 5%-10% de gas carbdnico e
5%-10% de hidrogénio, apés duas lavagens prévias com
nitrogénio, empregando paladium como catalisador da
reacao.®

O controle da atmosfera anaerébia foi monitorado
pelo emprego de 1g de uma mistura contendo bicarbo-
nato de sédio (NaH2CO3) — 22,6 g; glicose — 2,5 g; e
azul de metileno —1 mg, dissolvidos em 5 mL de agua. O
azul de metileno em estado reduzido apresenta-se inco-
lor e, quando oxidado, permanece azul.® O repique da
cepa controle B. fragilis ATCC 25285 garantiu o controle
total das condigbes anaerdbias obtidas dentro da jarra
de cultivo.

Identificagcdo bacteriana

As culturas que apresentaram crescimento
bacteriano em anaerobiose foram testadas quanto a
aerotolerancia para determinagédo do tipo respiratorio.
Para cada tipo morfolégico de colénia bacteriana foram
realizados uma coloragcdao de Gram e o teste de aero-
tolerancia, que consiste no subcultivo da colénia em uma
placa de BHIS-suplementado incubada em anaerobiose,
e duas placas de agar sangue incubadas em aerobiose e
microaerofilia, respectivamente. As placas foram incuba-
das a 35°C por 48 horas. As bactérias que se desenvol-
veram unicamente em anaerobiose foram classificadas
como anaerdébias obrigatorias.?

A identificacdo do género e espécie foi realizada
por meio de provas bioquimicas e caracteristicas fisio-
légicas de crescimento.

Aidentificacdo presuntiva de bacilos Gram negati-
vos (BGN) anaerdébios utilizou como parametro inicial o
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desenvolvimento de coldnias pretas no agar BBE, que
caracteriza o grupo B. fragilis, indicando hidrélise da
esculina e resisténcia a bile. A auséncia de crescimento
em BBE (inibidos pela bile), desenvolvimento de coldni-
as com fluorescéncia vermelho tijolo (UV-366 nm) ou pro-
ducédo de pigmento preto em agar sangue suplementado
ap6s quatro a cinco dias de incubacéo anaerébia carac-
terizou BGN produtores de pigmento (géneros Prevotella
e Porphyromonas). BGN anaerébios sensiveis a bile e
sem pigmento foram caracterizados como Bacteroides
sp., € 0s que possuiam caracteristicas morfotintoriais
como bacilos fusiformes foram presuntivamente identifi-
cados como Fusobacterium sp. Cocos Gram positivos
(CGP) anaer6bios foram primeiramente caracterizados
como pertencentes ao género Peptostreptococcus e
identificados ao nivel de espécie através das reagdes
de indol e nitrato.

Bacilos Gram positivos (BGP) anaerébios esporu-
lados foram caracterizados como C. perfringens base-
ando-se na reacdo positiva para lecitinase em agar
gema de ovo (Egg Yolk Agar) e presenca de dupla zona
de hemdélise em agar sangue suplementado. Cepas de
BGP anaeroébios esporulados que ndo apresentaram es-
sas caracteristicas foram identificados apenas ao nivel
de género como Clostridium sp. Os BGP anaerébios ndao
esporulados foram identificados presuntivamente em
base nas reagdes de indol, nitrato e catalase.®"

Adicionalmente, as cepas de bactérias anaerébias
foram confirmadas pelo sistema automatizado Vitek-2,
através do cartdao ANC (bioMeriéux - Francga).®

RESULTADOS

Nas 408 amostras clinicas analisadas foram isola-
das bactérias anaerébias em 108 delas, correspondendo
a 26,5% de positividade. Em 65,7% (n=71) dessas cul-
turas foram isolados simultaneamente bactérias faculta-
tivas e anaer6bias, caracterizando infec¢des polimi-
crobianas mistas. Em 34,3% (n=37) dos processos in-
fecciosos foram isoladas apenas bactérias anaerébias,
sendo que, dessas, 26,9% (n=29) foram infecg¢des
monomicrobianas e 7,4% (n=8) infec¢des anaerdbias
mistas (Figura 1).

Nas 108 amostras analisadas, a maior positividade
para bactérias anaerébias foi encontrada em aspirado
de abscessos (41,7%), em seguida em secrec¢des diver-
sas (20,4%,), liquidos cavitarios (17,6%), sangue (16,7%),
material de biépsia (1,8%) e bile (1,8%). Nessas amos-
tras clinicas foram identificadas 139 cepas bacterianas,
resultando uma ocorréncia de 1,3 bactérias anaerébias
por amostra (Tabela 1).

A maioria dos isolados bacterianos foi constituida
por BGN que corresponderam a 70,5% do total, enquan-
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M Amostras com bactérias anaerébias facultativas e anaerdbias obrigatérias
Amostras com apenas uma bactéria anaerdbia obrigatoria

M Amostras com mais de uma bactéria anaerdbia obrigatdria

Figura 1. Ocorréncia de diferentes tipos respiratérios bacterianos em
processos infecciosos, incluindo bactérias anaerdbias facultativas e
anaerdbias obrigatérias, em 108 amostras clinicas provenientes de
pacientes do Hospital de Clinicas de Curitiba, PR

Tabela 1 - Relagéo entre as amostras clinicas (n=108) e bactérias
anaerobias (n=139) isoladas de pacientes do Hospital de Clinicas
de Curitiba, PR

Amostra Amostras Cepas Isolamentos/
Positivas Isoladas Amostras
Abscessos 41,7% (n=45) 56 1,2
Secregbes 20,4% (n=22) 34 1,5
Liquidos cavitarios' 17,6% (n=19) 25 1,3
Sangue 16,7% (n=18) 18 1,0
Bidpsia 1,8% (n=2) 3 1,5
Bile 1,8% (n=2) 3 1,5
Total n=108 139 1,3

"liquidos peritoneal e pleural

to que 29,5% foram bactérias Gram positivas. Entre os
BGN, espécies do grupo B. fragilis foram os mais fre-
quentes (60,4%), seguidas de Bacteroides sp. (5,8%),
BGN pigmentados dos géneros Porphyromonas e
Prevotella (2,9%) e Fusobacterium sp. (1,4%). CGP do
género Peptostreptococcus (P. indolicus, P.
assacharolyticus) corresponderam a 13,7% dos isola-
dos. Entre os BGP esporulados foram isolados C.
perfringens (8,6%) e Clostridium sp. (5,0%). BGP néao
esporulados (P. acnes, Bifidobacterium, Eubacterium)
corresponderam a 2,2% dos isolados (Tabela 2).

Os materiais clinicos provenientes de abscessos
proporcionaram maior riqueza quantitativa e qualitativa
de isolamentos, seguindo-se as amostras clinicas pro-
venientes de secre¢des e liquidos cavitarios. Nas 18
hemoculturas positivas para bactérias anaerébias, foram
isoladas cinco tipos de bactérias anaeroébias, incluindo gru-
po B. fragilis (n=11), C. perfringens (n=4) Clostridium sp.
(n=1), Peptostreptococcus sp. (n=1) e Fusobacterium sp.
(n=1).

A origem dos isolados bacterianos e a positividade
por material clinico sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 2 - Distribuicdo por géneros e espécies das 139 bactérias anaerdbias isoladas de
108 amostras clinicas provenientes de pacientes do Hospital de Clinicas de Curitiba, PR

Grupos bacterianos

Géneros e espécies

N° de isolados (%)’

BGN

Total de Gram negativos
CGP
BGP esporulados

Clostridium sp.

BGP néo esporulados

Grupo Bacteroides fragilis
Bacteroides sp.

BGN pigmentados (Porphyromonas,
Prevotella)

Fusobacterium sp.

Peptostreptococcus sp.
Clostridium perfringens

Propionibacterium acnes,

84 (60,4%)
8 (5,8%)
4(2,9%)

2 (1,4%)

98 (70,5%)

19 (13,7%)
12 (8,6%)
7 (5,0%)
3(2,2%)

Bifidobacterium, Eubacterium

Total de Gram positivos

41 (29,5%)

'Percentual em relagéo ao total de espécimes analisadas

Tabela 3 - Bactérias anaerdébias isoladas de 108 amostras clinicas provenientes de pacientes do Hospital de

Clinicas de Curitiba, PR

Espécimes clinicos

Tipos bacterianos

Abscesso Secregdo Lig. cavit.® Sangue Biopsia Bile Total
Grupo B. fragilis 39 14 16 11 02 02 84
Bacteroides sp. 01 o7 0 0 0 0 08
BGN pigmentados’ 02 01 01 0 0 04
Fusobacterium 0 0 01 01 0 02
Peptostreptococcus 10 05 02 01 01 0 19
C. perfringes 03 02 02 04 0 01 12
Clostridium sp. 0 03 03 01 0 0 07
BGP nao espor.? 01 02 0 0 0 03
Total 56 34 25 18 03 03 139

"Porphyromonas e Prevotella, 2BGP nao esporulados: P. acnes, Bifidobacterium, Eubacterium, 3Liquidos

cavitarios: liquidos peritoneal e pleural

DISCUSSAO

As bactérias anaerdbias sdo agentes etioldgicos
classicos de infecgcdes em humanos e sua caracterizacao
tem sido um grande desafio laboratorial.

Nas 108 amostras analisadas, 65,7% apresentaram
cultivo misto, demonstrando a caracteristica polimi-
crobiana das infecgdes anaer6bias. Resultados equiva-
lentes obtidos por outros autores atestam a associacao
sinérgica bacteriana existente nas infecgdes anaero-
bias.®% Neste trabalho, em 34,3% dos casos houve ape-
nas o desenvolvimento de bactérias anaerébias, reforcan-
do o objetivo primordial do diagnéstico definitivo em ca-
sos da presenca exclusiva de patégenos anaerébios (Fi-
gura 1).

O numero de anaero6bios encontrados foi superior ao
numero de amostras clinicas, levando a uma média de 1,3
isolados por amostra (Tabela 1). Valores superiores foram
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encontrados em estudos realizados por Quesada-Gémez
etal."%e Brook e Frazier™ os quais obtiveram respectiva-
mente 2,1 e 1,7. Esta diferenca pode ser explicada devido
ao tipo de material pesquisado, pois neste trabalho foram
incluidas outras amostras clinicas que nao intra-abdominais,
como, por exemplo, sangue, onde usualmente se isola ape-
nas um patégeno.

Em concordancia como outros estudos,!'>'® as bac-
térias mais encontradas foram as Gram negativas (Tabela
2), embora outros autores relatem um maior isolamento de
Gram positivos.(¥

O microrganismo mais isolado foi do grupo B. fragilis
(60,4%), encontrado em todos os tipos de amostras clini-
cas analisadas. Este fato é confirmado por outros auto-
res,'5'® que o apontam como o principal patégeno
anaerdébio de importancia clinica. A bactéria é geralmente
isolada de infecgdes de origem endégena e sua pato-
genicidade tem sido atribuida a varios determinantes de
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viruléncia,"” incluindo uma enterotoxina presente em algu-
mas cepas e que estad associada a oncogénese de cancer
de coélon.(®

As amostras clinicas provenientes de regidao abdomi-
nal apresentaram uma variada microbiota bacteriana, com
predominio de integrantes do grupo B. fragilis (dados nao
mostrados). Outros trabalhos demonstram as infec¢cdes
intra-abdominais como uma fonte comum de isolados
anaerdbios, estando geralmente associadas a contamina-
¢ao da cavidade peritoneal por contetido intestinal.('®

Os BGN pigmentados (incluidos os géneros Prevo-
tella e Porphyromonas) foram isolados em baixa quanti-
dade neste trabalho (2,9%). Outros autores citam este gru-
po como o menos frequente dos Gram negativos.('® De acor-
do com Hsu et al.®® Prevotella bivia tem sido associada a
doenca inflamatéria pélvica e infecgdes fulminantes em
imunocomprometidos.

Fusobacterium sp. (1,4%) foi o menos isolado entre
os BGN, sendo apenas encontrado em liquido cavitario (li-
quido pleural) e sangue. Trabalhos realizados por outros
autores confirmam este achado.®'® Marti et al.?" demons-
traram Fusobacterium em associagado com outras bactéri-
as causando pericardite purulenta, uma doenca rara, mas
associada a altas taxas de mortalidade.

Entre os Gram positivos mais isolados esta Peptos-
treptococcus sp. (13,7%). Infecgdes por essa bactéria po-
dem ocorrer em todos os sitios anatémicos, porém sé@o mais
frequentes em regido de cabeca e pescoco, envolvendo a
microbiota da cavidade oral, vias aéreas superiores, ouvi-
do e faringe. Particularmente em sinusites, o envolvimento
de bactérias anaero6bias contribui para a cronicidade do
processo inflamatério.??

Nas amostras de sangue, C. perfringens foi o segun-
do patégeno mais encontrado, demonstrando sua caracte-
ristica invasiva como agente etiol6gico em bacteriemia.®
A bactéria também esteve presente em outros materiais
biologicos estudados, como bile. Lupinacci et al.*”relatam
o isolamento de C. perfringens em bile de paciente com
colecistite. Outras espécies de Clostridium foram encon-
tradas, porém em menor quantidade.

Neste trabalho, o isolamento de P acnes foi conside-
rado como simples contaminante, embora a literatura rela-
te processos infecciosos causados por esta bactéria.(?26)
Cheung et al.®”relatam P. acnes participando de infecgbes
polimicrobianas em pacientes submetidos a artroplastia de
ombro. Segundo Nisbet et al.?® P acnes esta implicado
em processos infecciosos neurocirdrgicos

A natureza das bactérias isoladas, associada as difi-
culdades encontradas para a realizacdo da metodologia
de cultivo de anaer6bios, faz com que poucos laboratérios
realizem sua analise. Acreditamos que a pesquisa de bac-
térias anaerdébias em amostras clinicas é relevante para o
éxito terapéutico e formacao de um perfil epidemiolégico.
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Abstract

The aim of this study was to identify the main obligate anaerobic
pathogens associated with infection processes. Methods: Were
evaluated 408 clinical specimens from inpatients of Clinical Hospital,
in Curitiba, from 2002 to 2010. Results: Obligate anaerobic bacteria
were isolated from 108 clinical specimens (26.5%). Most positive
samples (65.7%) showed mixed cultures with anaerobic and facultative
bacteria, whereas in the remainder samples (34.3%) were isolated only
anaerobic bacteria. Were isolated 139 anaerobic bacteria, resulting
an occurrence of 1.3 per sample. The clinical sample that showed the
highest positivity was secretion from abscess (41.7%). Gram-negative
rods were the most isolated (70.5%), with predominance of Bacteroides
fragilis group (60.4%), followed by Bacteroides sp. (5.8%) and pigmented
BGN (Prevotella and Porphyromonas) (2.9%). Among the Gram-positives
were isolated Peptostreptococcus sp. (13.7%), sporeforming Gram-
positive rods including Clostridium perfringens (8.6%) and Clostridium
sp. (56.0%), and non-sporefoming rods (Propionibacterium acnes,
Bifidobacterium, Eubacterium) (2.2%). Conclusion: Anaerobic bacteria
are implicated in various infectious processes and their identification,
although not widely performed, often represents a decisive stage in the
microbiological diagnosis.

Keywords
Anaerobic bacteria; Polymicrobial infection; Bacteroides fragilis
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Resumo

Com o objetivo de caracterizar leveduras isoladas de secregao vaginal como ferramenta
epidemiolégica para estabelecer a identidade e a relagdo das espécies através da
morfotipagem, foram utilizadas trinta amostras de leveduras pertencentes aos géneros
Candida, Rhodotorula, Trichosporon e Kloeckera. A suspensao de leveduras obtidas de
colbnias crescidas em agar Sabouraud dextrose a temperatura ambiente (TA=28°C + 1° C)
por 48 horas foi padronizada na escala 3 de MacFarland. Semeou-se a suspensao em
estrias de aproximadamente 5 mm de largura por 25 mm de comprimento na superficie de
placas contendo agar malte mantidas a temperatura ambiente por dez dias. Apds esse
periodo, foram avaliados os aspectos macromorfoldgicos das col6nias, como a presenca
de franjas e as caracteristicas da sua superficie, aplicando-se a codificagédo de acordo
com o modelo de tipificagao. A morfotipagem permitiu a identificagéo de 17 morfotipos
diferentes, com o predominio dos morfotipos 000000 e 524032. Os resultados obtidos
permitem concluir que os morfotipos apresentam diferengas significativas, independente
da espécie, presenga ou auséncia de sintomas, sendo importantes para estudos epide-
mioldgicos, terapéuticos e de variagdo morfolégica.

Palavras-chave

Leveduras; Secrecgao vaginal;, Morfotipagem

INTRODUGAO

As diferentes espécies de leveduras podem ser
identificadas por meio de testes fisiolégicos, morfo-
l6gicos e bioquimicos. A caracterizagdo dos isolados é
necessaria para a investigacao epidemiolégica, incidén-
cia de infec¢des, relacéo entre espécies, bem como re-
cidivas.

Entre os métodos de fenotipagem, destaca-se a
morfotipagem pelo método de avaliagéo das bordas e ca-
racteristicas da superficie de col6nias de leveduras cultiva-
das em agar malte.® O método ja foi demonstrado no pas-
sado, mostrando boa capacidade discriminatéria.® A
morfotipagem de espécies de Candida é capaz de distin-
guir mais de cem morfotipos. O codigo é simples e conve-
niente para expressar caracteristicas morfol6gicas numeri-
camente, fixando pontos de referéncia. Pela simplicidade
e reprodutividade, é um valioso instrumento para estudos
epidemiologicos de Candida e candidoses.?

Os métodos de avaliagdo morfolégica ndo precisam
de equipamentos especializados e apresentam-se como
uma alternativa viavel e de facil execugdo. No entanto, para
alguns autores, os métodos podem apresentar pouco po-
der discriminatério.®

Contudo, o método de morfotipagem de col6nias de
leveduras tem sido recentemente uma técnica recomenda-
da como um método simples, que pode ser executado na
rotina laboratorial quando outros métodos séo impratica-
veis devido a restrigées de recursos.*9

Com a simplicidade, facilidade de execucdo e sem
custos elevados para realizagéo, as amostras de levedu-
ras podem ser diferenciadas, pela sua morfologia, em cul-
turas semeadas em estrias, em placas contendo agar mal-
te. Apés dez dias de incubagao, cada espécie é examina-
da e o codigo determinado. O sistema proposto® fornece
cédigos numéricos baseados principalmente na natureza,
na extensao da franja marginal e na topografia da superfi-
cie da colonia.®

'Departamento de Micologia. Universidade Federal de Pernambuco — UFPE — Recife, PE, Brasil.
2Departamento de Estatistica. Universidade de Sdo Paulo— USP— Sé&o Paulo, SP, Brasil.
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Além disso, a morfotipagem é um bom instrumento
usado como marcador morfolégico, no qual, em estudos
epidemiol6gicos, a margem descontinua é associada as
espécies com caracteristicas de patogenicidade e um au-
mento do risco de morte em caso de infecgéo profunda.®”

Um problema frequentemente observado em relagéo
a reprodutibilidade consiste em que, muitas vezes, a
morfologia das colbnias é afetada pela variagéao fenotipica
observada in vitro.®

A alta frequéncia observada de variagées morfo-
légicas, nao relacionadas com a gendmica, tem sido de-
monstrada em casos de candidoses recorrentes e corre-
lacionadas com sensibilidade a antifiingicos.® 1%

Os morfotipos nédo sofrem influéncia na concentracao
de células. Podem ser afetados por alteragdes do meio de
cultivo e em condigbes de incubacdo. Se as placas forem
incubadas dentro de sacos plasticos ou similares, para evi-
tar a dessecacdo, a umidade elevada relativa favorece a
expansao da camada superficial das células para a margem
da estria, podendo, assim, alterar os caracteres da franja. A
temperatura de incubagao ndo demonstra diferencas de re-
sultados quanto a temperatura ambiente ou a 30°C.®)

Nos ultimos anos, muitos trabalhos tém sido realiza-
dos visando caracterizar e individualizar as leveduras, prin-
cipalmente do género Candida, em virtude da necessida-
de de informacgdes sobre a transmisséo e a recorréncia nos
casos de vulvovaginites. Metodologias de tipagem também
vém sendo empregadas para avaliar o comportamento ndo
somente da espécie, mas também de subpopulacdes da
espécie."1?)

A formacéo de diferentes texturas das franjas produ-
zidas nas bordas das coldnias e a topografia da superficie
dessas coldnias representam um fenémeno da variagao
morfolégica expressa por diferentes isolados de levedu-
ras, permitindo a sua distingéo.("®

A morfotipagem ja foi usada para determinar se exis-
tem diferencas entre os isolados de Candida albicans em
individuos saudaveis a partir de mucosa oral e de pacien-
tes com candidose eritematosa. Independentemente da
situacdo, a presenca de uma prétese, ou de candidose,
multiplos morfotipos foram identificados em fumantes com
protese dentéaria superior e de fumantes sem prétese
dentaria e de ndo fumantes com candidose eritematosa,
enquanto que um Unico morfotipo foiisolado de ndo fuman-
tes apresentando mucosa oral saudavel."

A morfotipagem e a producgéo de enzimas proteoliticas
foram utilizadas para a caracterizagé@o de 45 isolados de
C. albicans de individuos assintomaticos e sintomaticos,
para estabelecer uma correlacédo entre a doenga e suas
propriedades fisiologicas. As 45 leveduras foram isoladas
da pele, sangue, cavidade oral e érgaos genitais. O
morfotipo padréo dos quatro grupos isolados mostrou uma
correlagdo com a producéo proteinase.('®
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Em pesquisa realizada, a morfotipagem de 35 isola-
dos de C. albicans da mucosa bucal de criangas com e
sem sindrome de Down permitiu detectar nove diferentes
morfotipos. O grupo teste (criangas com sindrome de Down)
apresentou uma predominancia de morfotipo com coldni-
as com franjas continuas, igual ou superior a 6 mm, com
uma textura intermediaria e de bom aspecto topogréafico.
No grupo de criangas sem sindrome de Down, foi observa-
da uma maior incidéncia de morfotipos com colénias com
franjas continuas, igual ou superior a 2 mm, textura fina e
de bom aspecto topografico.®

Uma morfotipagem apresenta bom potencial discri-
minatério, mas nao se pode esquecer da diversidade das
espécies, devido a variagdo na morfologia da coldnia den-
tro de cada espécie ou a morfologia comum a varias espé-
cies.(1718)

Uma modificagéo foi proposta ao sistema de leitura
a fim de se conseguir melhor reprodutibilidade, sendo en-
téo possivel relacionar estirpes de viruléncia comprovadas
com um distinto morfotipo. Este teste é realizado com base
na avaliacdo de apenas quatro parametros simples de cres-
cimento, tais como a distribuicdo marginal, largura, textura
e topografia da superficie das coldnias.”

Os métodos de tipagem de espécies de Candida tém
sido utilizados para caracterizar melhor os aspectos biol6-
gicos apresentados por estas leveduras. Por isso, a carac-
terizacao fenotipica nos permite avaliar macroscopicamente
a forma como estes microrganismos comportam-se como
um elemento constituinte da microbiota tépica bem como o
mecanismo de desencadeamento das infec¢des e para-
metros morfolégicos, sorolégicos, bioldgicos e de sensibi-
lidade antifingica.('®??

Aidentificacdo de espécies de leveduras isoladas de
amostras de secrecdo vaginal é importante, pois grande
parte dos trabalhos disponiveis na literatura ndo realiza tes-
tes especificos para identificacdo de espécie, ficando desta
forma a identificacdo apenas do género, prejudicando, en-
tre outras coisas, o conhecimento epidemiol6gico e o tra-
tamento das leveduroses vaginais e sua morfotipagem.®

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
leveduras isoladas de secrecgéo vaginal como ferramenta
epidemiol6gica para estabelecer a identidade e a relacéo
das espécies de leveduras.

MATERIAL E METODOS

Leveduras

As leveduras foram isoladas de secrecgéo vaginal de
mulheres gravidas e mulheres ndo gravidas com e sem
sintomas, para averiguacao de levedurose vulvovaginal
(Tabela 1).

As pacientes eram provenientes da ginecologia,
clinica médica e pediatria. As amostras de secrec¢éo va-
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Tabela 1 - Amostras de leveduras isoladas de secregdo vaginal no
periodo de outubro de 2003 a agosto de 2004.

Registro Micoteca URM Espécie
4987 Candida albicans
4990 C. albicans
4986 C. albicans
4979 C. azyma
4985 C.geochares
4975 C. guilliermondii
4976 C.maritima
4983 C. membranaefaciens
4982 C.obtusa
4984 C. parapsilosis
4970 C. parapsilosis
4972 C. robusta
4974 C. sake
6088 C. salmanticensis
4978 C. shehatae
6084 C. tropicalis
6090 C. tropicalis
6089 C. tropicalis
4989 C. tropicalis
4981 C. tsuchiyae
4980 C.versatilis
5002 Kloeckera apiculata
5092 Rhodotorula glutinis
6085 R. minuta
6086 R. minuta
6087 R. minuta
4971 R. graminis
4988 R. pallida
6083 R. rubra
4973 Trichosporon cutaneum

ginal foram coletadas entre os meses de outubro de 2003
a agosto de 2004, no Centro de Saude Manuel Caldas de
Araujo, no bairro de Arthur Lundgren |, em Paulista, PE.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, protocolo n® 304/2003-CEP/CCS.

Foram utilizadas trinta amostras pertencentes aos
géneros Candida, Rhodotorula, Trichosporon e Kloeckera.
Todas as leveduras encontram-se depositadas na Micoteca-
URM, Departamento de Micologia da Universidade Federal
de Pernambuco e foram submetidas a confirmacgéao taxo-
ndémica de acordo com os critérios classicos com os quais
se baseiam em provas morfolégicas e fisiologicas.?+26)
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Morfotipagem

A suspensdo de leveduras obtidas de col6nias cres-
cidas em agar Sabouraud dextrose a temperatura ambien-
te (TA=28°C = 1°C) por 48 horas foi padronizada na esca-
la 3 de MacFarland. Semeou-se a suspensdo em estrias
de aproximadamente de 5 mm de largura por 25 mm de
comprimento na superficie de placas contendo agar malte
mantidas a temperatura ambiente (TA = 28°C + 1°C) por
dez dias.

Apo6s esse periodo, foram avaliados os aspectos
macromorfolégicos das coldnias, como a presenca de
franjas e as caracteristicas da sua superficie, aplicando-
se a codificagdo de acordo com o modelo de tipificagcédo
aplicado.®

A avaliacéo estatistica consistiu em apresentagéo dos
eventos em nimeros absolutos, percentuais e médias, sen-
do empregado o teste exato de Fisher para a associacao
das variaveis apresentando significancia (p<0,05).

RESULTADOS

A morfotipagem das leveduras isoladas de secre-
cao vaginal de mulheres gravidas com e sem sintomas e
nado gravidas com e sem sintomas de levedurose vaginal
permitiu a identificacéo de 17 morfotipos diferentes, com
o predominio dos morfotipos 000000 (distribuicéo, largu-
ra, textura da franja ausente, topografia da superficie da
estria lisa, qualidade e profundidade ausente) observado
em 23% dos isolados (7/30) e 524032 (distribuicdo da
franja continua somente na superficie, com largura menor
ouigual a2 mm, textura delicada, topografia da superficie
da estria lisa, com qualidade intermediaria e profundida-
de plana e escassa), observado em 20% dos isolados (6/
30) (Tabelas 2 e 3).

Entre as 18 amostras de leveduras isoladas da se-
crecao vaginal de mulheres nédo gravidas com sintomas,
12 morfotipos foram identificados, com predominio do mor-
fotipo 000000, observado em 2,2% dos isolados (4/18).0s
outros morfotipos foram: 524032 (distribuicdo da franja
continua somente na superficie, com largura menor ou igual
a 2 mm, textura delicada, topografia da superficie da es-
tria lisa, com qualidade intermediaria e profundidade pla-
na e escassa), observado em 16,7% (3/18); 000032 (dis-
tribuicéo, largura e textura da franja ausente, topografia
da superficie da estria lisa, com qualidade intermediaria
e profundidade plana e escassa), observado em 5,55%
(1/18); 000042 (distribui¢ao, largura, textura da franja au-
sente, topografia da superficie da estria lisa, com quali-
dade fina ou estreita e profundidade plana e escassa),
observado em 5,55% (1/18); 523036 (distribuicao da franja
continua somente na superficie, com largura menor ou igual
a 2 mm, textura intermediaria, topografia da superficie da
estria lisa, qualidade intermediaria e profundidade espa-
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Tabela 2 - Morfotipagem de leveduras isoladas de secregao vaginal de mulheres gravidas e ndo-gravidas, com e sem sintomas
de levedurose vaginal, atendidas no ambulatério de ginecologia do Centro de Saude Manuel Caldas de Araujo, Paulista, PE

Mulheres

Aspectos primarios

Aspectos secundarios

(franja) (superficie da estria)
Registraé\/llvilcoteca Espécie Distribuicdo Largura Textura Topografia Qualidade Profundidade
4987 Candida albicans 5 2 4 0 3 2
4990 C. albicans 5 2 4 0 3 2
4986 C. albicans 5 2 4 0 3 2
4979 C. azyma 0 0 0 0 3 2
4985 C. geochares 0 0 0 0 4 2
4975 C. guilliermondii 5 2 3 0 3 6
4976 C. maritima 5 3 4 0 3 8
4983 C. membranaefaciens 5 2 4 0 4 2
4982 C. obtusa 0 0 0 0 3 8
4984 C. parapsilosis 0 0 0 0 0 0
4970 C. parapsilosis 0 0 0 0 0 0
4972 C. robusta 5 3 4 6 3 2
4974 C. sake 0 0 0 0 0 0
6088 C. salmanticensis 0 0 0 6 2 2
4978 C. shehatae 5 2 4 0 4 2
6084 C. tropicalis 0 0 0 0 0 0
6090 C. tropicalis 5 2 4 1 4 2
6089 C. tropicalis 7 2 3 0 3 2
4989 C. tropicalis 5 2 4 5 3 2
4981 C. tsuchiyae 5 2 4 0 3 2
4980 C.versatilis 7 2 3 6 3 2
5002 Kloeckera apiculata 0 0 0 0 0 0
5092 Rhodotorula glutinis 0 0 0 0 0 0
6085 R. minuta 5 2 4 0 3 2
6086 R. minuta 5 2 4 0 3 2
6087 R. minuta 5 2 4 0 4 2
4971 R. graminis 0 0 0 0 0 0
4988 R. pallida 0 0 4 0 4 0
6083 R. rubra 5 2 3 6 3 2
4973 Trichosporon cutaneum 5 2 3 6 3 2

Ihada), observado em 5,55% (1/18); 524042 (distribuicao
da franja continua somente na superficie, com largura me-
nor ou igual a 2 mm, textura delicada, topografia da super-
ficie da estria lisa, com qualidade fina ou estreita e profun-
didade plana e escassa), observado em 11,1% (2/18);
000622 (distribuicao, largura, textura da franja ausente, to-
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pografia enrugada, qualidade grosseira e profundidade pla-
na e escassa), observado em 5,55% (1/18); 524142 (dis-
tribuicao da franja continua somente na superficie, com lar-
gura menor ou igual a 2 mm, textura delicada, topografia
nodular, com qualidade fina ou estreita e profundidade pla-
na e escassa), observado em 5,55% (1/18); 723632 (dis-
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Tabela 3 - Morfotipos identificados em leveduras isoladas de secregéo vaginal de mulheres gravidas e nao-gravidas,
com e sem sintomas de levedurose vaginal, atendidas no ambulatério de ginecologia do Centro de Saude Manuel
Caldas de Araujo, Paulista, PE

Mulheres
Nao gravidas Gravidas
Registro Micoteca Espécie Morfotipos _ Com _ Sem _Com _ Sem
URM sintomas  sintomas  sintomas sintomas
4987 Candida albicans 524032 +
4990 C. albicans 524032 +
4986 C. albicans 524032 +
4979 C. azyma 000032 +
4985 C. geochares 000042 +
4975 C. guilliermondii 523036 +
4976 C. maritima 534038 +
4983 C. membranaefaciens 524042 +
4982 C. obtusa 000038 +
4984 C. parapsilosis 000000 +
4970 C. parapsilosis 000000 +
4972 C. robusta 534632 +
4974 C. sake 000000 +
6088 C. salmanticensis 000622 +
4978 C. shehatae 524042 +
4978 C. shehatae 524042 +
6090 C. tropicalis 524142 +
6089 C. tropicalis 723032 +
4989 C. tropicalis 524532 +
4981 C. tsuchiyae 524032 +
4980 C.versatilis 723632 +
5002 Kloeckera apiculata 000000 +
5092 Rhodotorula glutinis 000000 +
6085 R. minuta 524032 +
6086 R. minuta 524032 +
6087 R. minuta 524042 +
4971 R. graminis 000000 +
4988 R. pallida 004040 +
6083 R. rubra 523632 +
4973 Trichosporon cutaneum 731626 +

tribuicdo da franja continua, crescimento filamentoso uni-
formemente paralelo, com largura menor ou igual a 2 mm,
textura intermediaria, topografia enrugada, qualidade inter-
mediaria e profundidade plana e escassa), observado em
5,55% (1/18); 004040 (distribuicado, largura da franja au-
sente, textura delicada, topografia lisa, com qualidade fina
ou estreita e profundidade ausente), observado em 5,55%
(1/18); 523632 (distribuicdo da franja continua, somente
na superficie, com largura menor ou igual a 2 mm, textura
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da franja ausente, topografia enrugada, qualidade inter-
mediaria e profundidade plana e escassa), observado em
5,55% (1/18); 731626 (distribuicdo da franja continua,
crescimento filamentoso uniformemente paralelo, largura
de 3-5 mm, textura muito grosseira, topografia enrugada,
qualidade grosseira e profundidade espalhada), observa-
do em 5,55% (1/18) (Tabela 4).

Nas oito amostras de leveduras isoladas da secre-
céo vaginal de mulheres nao gravidas sem sintomas, seis

113



Gomes BS, Lima AN, Motta CMS, Giampaoli V, Porto ALF

Tabela 4 - Percentual de morfotipos identificados em leveduras
isoladas de secrecéo vaginal de mulheres gravidas e nao-gravidas,
com e sem sintomas de levedurose vaginal, atendidas no
ambulatério de ginecologia do Centro de Saide Manuel Caldas de
Aratjo, Paulista, PE

Mulheres
Nao gravidas Gravidas
Com Sem . .
. . Com sintomas Sem sintomas
sintomas sintomas

N (%) N (%) N (%) N (%)
524032 3 167 1 125 1 333 1 100
000032 1 555 - - - - - -
000042 1 555 - - - - - -

523036 1 5.55 - - - - - -
534038 - - 1 125 - - -
524042 2 1.1 1 125 - - - -
000038 - - 1 125 - - - -
000000 4 222 3 37.5 - - - -
534632 - - - - 1 33.3 - -
000622 1 5.55 - - - - - -
524142 1 5.55 - - - - - -
723032 - - - - 1 33.3 - -
524532 - - 1 125 - - - -

723632 1
004040 1 5.55 - - - - - -
523632 1 5.55 - - - - - -
731626 1

morfotipos foram identificados, com predominio do morfo-
tipo 000000, observado em 37,5% dos isolados (3/8). Os
outros morfotipos identificados foram: o morfotipo anterior-
mente descrito, 524032, observado em 12,5% (1/8);
524042, observado em 12,5% (1/8); 534038 (distribuicao
da franja continua somente na superficie, com largura de
3-5 mm e textura delicada, com topografia lisa, qualidade
intermediaria e profundidade abundante), observado em
12,5% (1/8); 000038 (distribuicao, largura, textura da franja
ausente, topografia da superficie da estria lisa, qualidade
intermediaria e profundidade abundante), observado em
12,5% (1/8); 524532 (distribuicdo da franja continua so-
mente na superficie, com largura menor ou igual a 2 mm,
textura delicada, topografia crateriforme, qualidade inter-
mediaria e profundidade plana e escassa); observado em
12,5% (1/8) (Tabela 4).

Na amostra de levedura isolada da secrecgéo vaginal
de mulher gravida sem sintomas, o morfotipo identificado
foi 524032 (Tabela 4).

Nas trés amostras de leveduras isoladas da secre-
¢do vaginal de mulheres gravidas com sintomas, trés
morfotipos foram identificados. O morfotipo 524032, ob-
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servado em 33,3% (1/3); 534632 (distribuigao da franja con-
tinua somente na superficie, com largura de 3-5 mm e tex-
tura delicada, topografia enrugada, qualidade intermedia-
ria e profundidade plana e escassa); observado em 33,3%
(1/3); 723032 (distribuigao da franja continua, crescimento
filamentoso uniformemente paralelo, com largura menor ou
igual a 2 mm, textura intermediaria, topografia lisa, quali-
dade intermediaria e profundidade plana e escassa), ob-
servado em 33,3% (1/3) (Tabela 4).

DISCUSSAO

A presenca do morfotipo 524032 em todas as amos-
tras de C. albicans difere dos resultados encontrados por
Lima et al.,?” onde o morfotipo mais comumente observa-
do em amostras isoladas de secrec¢édo vaginal de mulheres
com e sem sintomas de levedurose vaginal em Goiania,
GO foi 534000.

O morfotipo 524032 foi identificado ndo apenas em
isolados de C. albicans, mas também para C. fsuchiyae
(URM 4981), R. minuta (URM 6085), R. minuta (URM 6086)
e R. minuta (URM 6087). O que foi também observado em
relacdo ao morfotipo 000000, em que as caracteristicas
morfotipicas foram compartilhadas por C. parapsilosis
(URM 4984), C. parapsilosis (URM 4970), C. sake (URM
4974), C. tropicalis (URM 6084), K. apiculata (URM 5002),
R. graminis (URM 4971) e R. glutinis (URM 5092), mos-
trando, assim, que um mesmo morfotipo pode ser com-
partilhado por espécies diferentes, presentes na mucosa
vaginal, independente da condicéo fisiolégica e presen-
¢a de sintomas. Ou a mesma espécie apresentar varia-
¢des morfotipicas, como identificado nos quatro isolados
de C. tfropicalis, cada um com um morfotipo particular.

A presenca significativa de um determinado morfotipo
em amostras analisadas, independe se sua origem mostra
que nao é possivel, através da metodologia de morfo-
tipagem usada, distinguir os isolados entre os causadores
de infeccdo ou ndo.?” Em pesquisa realizada em Ribeirdo
Preto, SP, foi observada a predominancia deste mesmo
morfotipo, 534000, em C. albicans isoladas de préteses
dentarias e saliva, o que sugere serem os microrganismos
membros da microbiota humana."

Devido a grande diversidade de amostras analisa-
das, varios morfotipos em diferentes espécies foram iden-
tificados e em condigdes fisioldgicas e sintomaticas dife-
rentes.

Em leveduras isoladas, de secrecéo vaginal de mu-
Iheres nao gravidas, com sintomas, foram identificados
morfotipos Unicos em C. azyma (URM 4979), C. geochares
(URM 4985), C. guilliermondii (URM 4975), C. salman-
ticensis (URM 6088), C. fropicalis (URM 6090), C. versatilis
(URM 4980), R. pallida (URM 4988), R. rubra (URM 6083)
e T. cutaneum (URM 4973).
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Em leveduras isoladas de secrec¢éo vaginal de mu-
Iheres ndao gravidas sem sintomas foram identificados
também morfotipos Unicos em C. maritima (URM 4976),
C. obtusa (URM 4982) e C. fropicalis (URM 4989).

Os morfotipos Unicos em leveduras isoladas de se-
crecdo vaginal de mulheres gravidas com sintomas foram
identificados em C. robusta (URM 4972) e C. tropicalis
(URM 6089).

A técnica de morfotipagem, além de utilizada para
estudos epidemiol6gicos como possivel marcador feno-
tipica, pode ser usada também como determinante de vi-
ruléncia, devido a presenca de franjas descontinuas ca-
racterizadas pelo primeiro digito do sistema de tipa-
gem.(1

Neste trabalho, dentre as leveduras isoladas de se-
crecao vaginal, nenhuma amostra apresentou como pri-
meiro digito o morfotipo que contém o niamero "1". Essa
caracteristica representa, segundo o método proposto, a
caracteristica de franjas descontinuas em 20% da mar-
gem, o que sugere uma possivel associacdo entre a pre-
senca de franjas descontinuas e maior viruléncia de amos-
tras causadoras de infecgédo. As leveduras isoladas de se-
crecdo vaginal de mulheres com sintomas néo apresenta-
vam essa caracteristica relacionada ao morfotipo que
contém o numero "1" para provocar os sinais e sinftomas
tipicos da infeccédo vaginal.

Segundo o teste exato de Fischer, ndo se observou
diferenca significativa entre as espécies de leveduras em
relacédo aos aspectos primarios das franjas, apresentando
caracteristicas semelhantes. Porém, foi observada, em re-
lacdo aos outros parametros, uma diferenga entre levedu-
ras da mesma espécie e semelhancas entre leveduras de
espécies distintas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que, os
morfotipos apresentam diferencas significativas indepen-
dentes da espécie, presenga ou auséncia de sintomas,
sendo importante para estudos epidemiolégicos,
terapéuticos e de variacdo morfolégica.

Abstract

Aiming to characterize the yeasts isolated from vaginal secretion as a
epidemiological tool to establish the identity and relation of species
through the morphotyping, a total of thirty yeasts samples were used
belonging to the genera Candida, Rhodotorula, Trichosporon and
Kloeckera. The yeast suspension obtained from colonies grown on
Sabouraud dextrose agar at room temperature (RT = 28°C + 1°C) for
48 hours was standardized in the 3rd MacFarand scale. The suspension
was sown in striations of approximately 5mm width and 25 mm length
on the surface of plates containing malt agar maintained at room
temperature for 10 days. Subsequently, macromorphological aspects
of colonies were evaluated, as the presence of fringes and the
characteristics of their surface, using the encoding according to the
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typification model. The morphotyping allowed the identification of 17
different morphotypes, with the dominance of morphotypes 000000 and
524032. The results show that the morphotypes present significant
differences regardless of species or the presence and absence of
symptoms, being important for epidemiologicals, therapeutics and
morphological variation studies.

Keywords
Yeasts; Vaginal secretion; Morphotyping
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A quantidade de material placentario para diagnéstico
microbioldgico de listeriose humana é o fator limitante no
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Resumo

Listeriose feto-maternal resulta em abortamento precoce ou infec¢éo generalizada em
recém-nascidos. A maioria dos relatos de listeriose materno-fetal esta relacionada a
periodo gestacional ndo inferior @ nona semana. O objetivo deste estudo foi investigar a
presenca de cepas de L. monocytogenes em restos placentarios provenientes de curetagem
pds-abortamento, em tempo gestacional de até nove semanas. Foram realizadas analises
microbiolégicas e histolégicas. Nao foram isoladas cepas de L. monocytogenes nos ma-
teriais coletados, embora achados histolégicos de uma amostra revelou vilosidade
placentaria ocupada por grande nimero de leucécitos (vilosite), com distor¢ao da arquite-
tura celular. A quantidade de amostra obtida para este tipo de analise geralmente é signi-
ficativamente inferior a preconizada por protocolos descritos na literatura, o que pode
restringir e limitar a acuracia do diagnéstico microbiolégico.

Palavras-chave
Listeriose; Diagndstico laboratorial

INTRODUGAO

Listerioses feto-maternal e neonatal resultam da in-
vasao do feto via placenta, desenvolvendo o quadro de
corioamnionite. As consequéncias sao abortamento ou in-
feccdo generalizada em recém-nascidos, conhecida como
granulomatose infantisséptica, caracterizada por presen-
¢a de microabscessos piogranulomatosos disseminados
pelo corpo, que acarretam em posterior 6bito."

Apesar de a listeriose ser uma doenca alimentar de
baixa incidéncia comparada a outras doengas de origem
alimentar, de acordo com o Center for Disease Control
and Prevention (CDC), de Atlanta, EUA, estima-se que
2.500 pessoas (1/108.800 habitantes) sdo severamente
acometidas por listeriose anualmente naquele pais, e,
destas, 500 evoluem para o 6bito, salientando que, de
acordo com a literatura, 27% destes casos sé@o de ges-
tantes.®

Em estudo realizado em Israel e descrito por
Siegman-Igra e colaboradores,® todos os casos perinatais
de listerioses estavam relacionados a periodo gestacional
igual ou acima da nona semana gestacional. O mesmo
estudo apresenta uma revisdo multicéntrica de casos de
listeriose descritos na Inglaterra, Estados Unidos, Austra-
lia e Espanha. Os 1.400 casos relacionados de listeriose
perinatal, deste estudo, ocorreram em tempo gestacional
de 9 a 29 semanas.®

Ha relatos de isolamento de L. monocytogenes em
alimentos na regido de Pelotas, RS,(“® embora, pelo me-
nos, nos Ultimos anos, ndo haja relatos de listeriose na re-
gido, segundo informagdes da Secretaria Municipal de
Saude daquele municipio.

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de
L. monocytogenes em restos placentarios obtidos de ma-
terial de curetagem pés-abortamento, em tempo gesta-
cional de até nove semanas.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizada a busca ativa de restos placentarios
obtidos de procedimento de curetagem pés-curetagem de
pacientes atendidas no Hospital Universitario Sao Francis-
co de Paula, Pelotas, RS, durante o periodo de 11 meses,
a partir de fevereiro de 2010, e pacientes que voluntaria-
mente aceitaram participar desta pesquisa.

As amostras foram coletadas assepticamente em
sala cirdrgica Os frascos contendo as amostras a serem
analisadas foram armazenados a 4°C até serem encami-
nhadas ao Laboratério Genética de Microrganismos, Uni-
versidade Federal de Pelotas, RS.

Analise microbiologica

Para processamento microbiolégico para pesquisa
de L. monocytogenes, foi realizada a técnica segundo
Kaur e colaboradores.” Resumidamente, as amostras fo-
ram semeadas em Pre-enrichment Broth (PEB), Tryptic
Soy Broth, com 0,6% de extrato de levedura e incubados
atemperatura de 30°C, por um periodo de 24 horas. Para
a fase de enriquecimento primario, aliquotas destas cul-
turas foram transferidas para o meio UVM Il (University of
Vermont Medium Il) preparado com Listeria enrichment
broth base (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e Listeria
Selective Enrichment Supplement | (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra) e incubadas a 30°C, por 24 horas. Para enri-
quecimento secundario, as culturas foram inoculadas em
UVM Il (University of Vermont Medium Il) preparado com
Listeria Enrichment Broth Base (Oxoid, Basingstoke, In-
glaterra) e Listeria Selective Enrichment Supplement |l
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), e incubados a 30°C, por
até cinco dias. Posteriormente, os inéculos foram semea-
dos em trés meios distintos: em Oxoid Listeria agar base
(Himedia, Vadhani, india) suplementado com Oxford
Listeria Supplement (Himedia, Vadhani, india), em Oxoid
Listeria agar base (Himedia, Vadhani, india) suplementado
com Listeria Moxalactam Supplement (Himedia,
Vadhani, india) e em agar Listeria de Ottaviani & Agosti
(ALOA, Laborclin, Parana, Brasil) e incubados a 37°C,
por 48 horas.

Analise histopatolégica

As analises histopatolégicas dos restos placentarios
foram realizadas através do método de rotina hematoxilina
e eosina (HE), no Laboratério de Patologia e Citopatologia
Lapacit - Pelotas, RS.

RESULTADOS
Foram analisadas amostras clinicas de vinte pacien-

tes. Foram coletados em média 7,5 g de restos placentarios,
com variagéo de 0,7 - 31,7 g.
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Nao foram isoladas cepas de L. monocytogenes nos
materiais coletados, embora andlises histolégicas de uma
paciente revelou vilosidade placentaria ocupada por gran-
de nimero de leucécitos (vilosite), com distor¢do da arqui-
tetura celular, que condiz com descritos na literatura em caso
de processo infeccioso por L. monocytogenes (dados nao
mostrados).

DISCUSSAO

Para o diagnostico microbiolégico de listeriose em
processo de abortamento, é preconizada a quantidade de
25 g de restos placentarios a serem inoculados na pri-
meira etapa de cultivo em meio de pré-enriquecimento.”
Porém, em casos de aborto precoce até a nona semana
de gestacéo, o volume de restos placentarios obtidos para
analises laboratoriais pode estar aquém do volume ideal
para diagnéstico.

Ha escasso material na literatura que relate a mas-
sa placentéaria em diferentes periodos gestacionais. Es-
tima-se que o volume de placenta até o periodo
gestacional de 12 semanas seja em torno de 52,07 +
17,25 mm3,® portanto, a estimativa da massa placentaria
seria de 41,66 + 13,80 g, considerando o calculo que
determina a massa placentaria através da utilizacdo de
modelo matematico volumétrico considerando o coefici-
ente r=0,80.9

Para o periodo gestacional da nona semana, a lite-
ratura ndo apresenta valores volumétricos determinados,
porém estes valores provavelmente sejam expressiva-
mente menores.

Quanto ao processamento do material placentario
para investigacao laboratorial, é preciso considerar que
porcéo significativa deste material é rotineiramente en-
caminhada para andlises histopatolégicas, o que reduz o
volume de material a ser encaminhado para analises
microbiolégicas.

Desta forma, a quantidade de material obtido para
investigacao de listeriose em casos de abortamento pre-
coce pode estar significativamente abaixo da preconiza-
da na literatura, o que pode comprometer o diagnéstico
desta infeccéo.

Uma amostra em nossa casuistica apresentou
achados histologicos que ndo descartam a possibilida-
de do abortamento ser um caso de listeriose feto-ma-
ternal. Na literatura, as alteragdes histolégicas na pla-
centa com listeriose sdo microabscessos, vilosite fo-
cal, corioamnionite e funiculite.("®'®Porém, n&o foi com-
provada a presencga do microrganismos na amostra en-
viada para analise microbiologica. A quantidade desta
amostra enviada para analise foi 2,9 g, o que talvez te-
nha agregado menor sensibilidade a analise micro-
biolégica.
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A quantidade de material placentario para diagnéstico microbiolégico de listeriose humana é o fator limitante no diagnéstico?

CONCLUSAO

O volume de restos placentarios obtido para investi-
gacao microbiolégica de agentes patogénicos relaciona-
dos a abortamentos precoces principalmente até a nona
semana de gestacdo &, em muitos casos, significativa-
mente abaixo da preconizada na literatura para isolamen-
to de L. monocytogenes, o que pode limitar a acuracia do
diagnéstico de listeriose humana dentro deste periodo
gestacional.

Abstract

Feto-maternal listeriosis leads in early miscarriage or widespread
infection in newborns. Most accounts of the maternal-fetal listeriosis
usually are related to gestational period no less than ninth week. The
aim of this study was to investigate the presence of L. monocytogenes
strain in placental membranes from curetting after the abortion
procedure up to 9 weeks of gestation. For this purpose microbiological
and histological analyses were performed. L. monocytogenes strains
were notisolated, although histological findings of a sample revealed a
villous placenta occupied by large numbers of leukocytes (villitis), with
distortion of cellular architecture. Amount of placental membrane
forwarded to the microbiological analysis usually is less than proposed
protocols which may restrict the microbiological diagnosis accuracy.

Keywords
Listeriosis; Laboratorial diagnosis
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TITULO COMPLETO: Devera ser breve e indicativo da exata finalidade
do trabalho. Recomenda-se iniciar pelo termo que representa o aspecto
mais relevante da pesquisa com os demais termos em ordem decrescente
de importancia. O titulo ndo devera conter nenhuma abreviatura e os nomes
das espécies ou palavras em latim deverdo vir em letras minudsculas
(excetuando-se, quando for o caso, a primeira letra da palavra) e em italico.

TITULO CORRIDO: Devera ser resumido e conter a ideia central do trabalho.

AUTORES: Os nomes completos dos autores por extenso, graus académicos
e filiagao institucional deverao ser mencionados. O nome completo, endereco
profissional, telefone e e-mail do autor responsavel pelo manuscrito devera ser
especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser conciso
e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importancia
encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de forma
estruturada, contendo introdugéo, objetivos, material e métodos, resultados,
discussao e conclusdes. Referéncias ndo deverdo ser citadas e o emprego de
acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

PALAVRAS-CHAVE: Deverao ser indicados termos que permitam a
identificagdo do assunto tratado no trabalho. As palavras-chaves deverdo ser
extraidas do vocabulario DeCS [Descritores em Ciéncias da Saude], elaborado
pela Bireme, e/ou MeSH [Medical Subject Headings], elaborado pelo NLM [National
Library of Medicine]. Os vocabularios DeCS (http://decs.bvs.br/) e MeSH (http:/
/mww.nlm.nih.gov/mesh/) deveréo ser consultados, pois nenhuma outra palavra-
chave sera aceita.

INTRODUGAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagio do
trabalho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e
estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto.
Nesta secéo, as citagdes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A
introdugao nédo devera incluir ainda dados ou conclusées do trabalho em referéncia.
O ultimo paragrafo devera expressar o objetivo de forma coerente com o
descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverao ser apresentados de forma breve, porém
suficiente para possibilitar a reproducéo e replicagao do trabalho. Nesta secéo,
deverao ser informados o desenho experimental e o material envolvido, bem
como devera ser feita a descrigao dos métodos utilizados. Métodos ja publicados,
a menos que tenham sido extensamente modificados, deverdo ser referidos
apenas por citagdo. Fontes de reagentes e equipamentos (empresa, cidade,
estado e pais) deverdo ser mencionados. Nomes que sdo marcas registradas
deverao ser também, claramente, indicados. Para melhor leitura e compreenséo,
subtitulos poderao ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secao, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento
da legislagao, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos.
Devera ser mencionado também a aprovagao do Comité de Etica correspondente
da instituicdo a qual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos,
inclusive, informando, claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da
Revista podera recusar artigos que ndo cumpram rigorosamente os preceitos
éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com o
minimo possivel de discussao ou interpretagdo pessoal e acompanhados de
graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nesses elementos
graficos, no entanto, ndo deverao ser repetidos integralmente no texto, evitando-
se, desse modo, superposigdes. Apenas as informagées mais relevantes deverao
ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagdo com
a literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisao geral sobre o assunto.
A repeticao de resultados ou informagdes ja apresentadas em outras segoes,
bem como especulagdes que ndo encontram justificativa para os dados obtidos
deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverao ser concisas, fundamentadas nos resultados e
na discusséo, contendo dedugées légicas e correspondentes aos objetivos
propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo, ndo havendo
necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explicita,
por todos os autores, a existéncia ou nao de conflitos de interesse que podem
derivar do trabalho. Nao havendo conflitos de interesse, devera ser escrito
"Nao ha conflitos de interesse".

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio,
fomento ou financiamento obtidos para a realizagédo do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas
pessoas e/ou instituigdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos.
No caso de érgaos de fomento, ndo deverao ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu conteudo e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informagao foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustragao e ser precedido
pela palavra "Tabela", seguida por um numero identificador em algarismos
arabicos. A numeracgao das tabelas devera ser feita consecutivamente, a partir
da ordem de citagé@o no texto. Serdo permitidas notas explicativas de rodapé
(legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela. Para notas
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de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas deverao
ser elaboradas com linhas horizontais de separagdo no cabecalho e em
sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também
linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverdo ser digitados
em tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das
palavras e as siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espagamento
entrelinhas 1,5, sem qualquer forma de tabulagédo ou recuos de paragrafos.
O comprimento da tabela ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e
apresentar largura maxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas
ndo deverdo ser repetidos em graficos. As tabelas deverdo ser compostas
em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado. Devera
ser evitado um numero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragdes que ndo se enquadram no conceito de
tabela sédo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos, imagens
e fotografias. Deverdo ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte
inferior. Deverdo ainda ser numeradas com algarismos arabicos, conse-
cutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como figuras. As
figuras deverado ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser gravadas em
formato ".jpg" ou "tif" € medir no minimo 12 x 17cm e no maximo 20 x 25cm. As
escalas deverao ser indicadas por uma linha ou barra na figura e referenciadas,
se necessario, na legenda. Os graficos deverao ser preparados nos programas
Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc", ".docx" ou ".xIs" e ndo como
imagem. Imagens produzidas em software estatistico devem ser convertidas
para formato MS-Excell, caso nao seja possivel converter para formato ".tif".
llustragées coloridas somente poderéo ser aceitas se os autores assumirem os
custos. Os dados apresentados nas figuras ndo deverdo repetir aqueles ja
descritos nas tabelas. Os locais aproximados onde as ilustragdes serdo colocadas
deverao ser determinados no texto. As figuras deverdo ser enviadas em arquivos
separados. Nao deverdo ser enviados um numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho
cientifico, deverado ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado
em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
[Normas para Uniformizagao de Manuscritos Submetidos as Revistas Biomédical
pelo International Committee of Medical Journal Editors [ICMJE] (http://
www.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/pdf/rcbc/v35n6/
v35n6a14.pdf (Versao em Portugués) ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Versao
em Inglés). A abreviagao dos titulos dos periédicos devera seguir o recomendado
em List of Journals Indexed in Index Medicus [National Library For Medicine]
(http://www.nlm.gov/tsd/serials/lji.html) ou no Portal de Revistas Cientificas
em Ciéncias da Saude [Biblioteca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/
index.php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes
a problematica abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias
numa mesma citagdo. A lista das referéncias devera ser numerada de
acordo com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndao em
ordem alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e
citados no texto. Citagées de "resumo”, "dados nao publicados”, "comunicagdes
pessoais” ou "no prelo” poderao ser adequadamente mencionados no texto, mas
nao serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao das referéncias
sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e mengdes no texto de informagdes colhidas em outras fontes,
bem como as referéncias bibliograficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada
Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverao ter numeragao
unica e consecutiva, indicada pelo nimero da referéncia em expoente e entre
parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua citagdo no texto,
independentemente da ordem alfabética. As referéncias citadas em legendas
de tabelas e figuras deverao manter a sequéncia com as referéncias citadas no
texto. O mesmo trabalho mencionado mais de uma vez devera manter, sempre
que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagoes Gerais:

» Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e” entre os
sobrenomes;

* Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o primeiro
sobrenome seguido da expressao latina "et al.";

* Quando uma entidade, corporagéo, editores ou projetos editoriais assu-
mirem a responsabilidade integral pelo documento deverao ser indicados/ tratados
como autores;

* Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ultimo
sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

« Sobrenomes duplos, com hifens ou apostrofos ou que formem uma
expressao deverdo ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobrinho),
deverao ser indicados apés os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

* Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji®® mudaram a
denominagao do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.*> também observaram maior
prevaléncia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto NIC
3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.
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« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Dia-
betes,!'” os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infecgdes repetidas na pele
e mucosas, dificuldade na cicatrizagdo de ferimentos, fadiga e dores nas
pernas (ma circulagao).

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialidades
Farmacéuticas,”® a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas e sua
meia-vida terminal é de 15 dias.

« Sem indicagao de nome de autor: O diagnéstico de hipertireoidismo,
por sua vez, é dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de
TSH.(4

AUTORES: Os autores deverado ser referenciados por seu sobrenome,
tendo apenas a primeira letra em mailscula, seguido do(s) nome(s) abreviado(s)
e sem virgulas e pontos. Todos os autores deverdo ser referenciados e
separados por virgulas (o mesmo é valido para livros), apesar do estilo Vancouver
recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros autores, quando o
nimero de autores for maior. Deverdo ser dados espagos apos as virgulas.

Observagoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores,
esta condigédo devera ser indicada logo apés os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagao, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma
entidade com subordinagéo entre elas, estas deverao entrar em ordem
decrescente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades nao
apresentarem subordinagéo, estas deverao ser separadas por ponto e virgula;

» Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia devera
ser iniciada por seu titulo;

* Quando o documento consultado for tese, dissertacdo ou monografia
devera ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese:
doutorado, tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagdo: mestrado, monografia:
especializagdo, monografia: graduagao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicdo Federal
ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Proviséria, Leis, Decretos, Portarias,
Resolugées e Codigos), deverdo ser seguidos os padrées de autoria/ emissao
recomendados pela NBR 6023 da Associagao Brasileira de Normas e Técnicas
(ABNT, 2002), com a apresentacéo grafica adaptada ao estilo de Vancouver.

« Toda informacgéao adicionada a referéncia que for encontrada em alguma
fonte que ndo o documento consultado ou informagé@o complementar a referéncia
como suporte do documento ou tradugéo de alguma expressao deve ser adicionada
entre [colchetes].

TITULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos
consultados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a
primeira palavra devera ser iniciada por letra maitscula. O texto do titulo nao
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TiTULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periodicos/
revistas consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados com
ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo
deverao ser eliminados, com excegao do ultimo, empregado para separar o
titulo do ano. Um espago devera ser dado entre o ponto colocado ao final do
titulo e o ano. A separagao entre ano e volume devera ser feita com a utilizagao
de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, independente
da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov, Dec.
No entanto, a RBAC aceita a abreviagdo em portugués daqueles manuscritos
nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagao continua ao longo de
um volume, o més e o nimero poderédo ser omitidos. Ano, volume, numero e
paginas deverdo ser escritos sem qualquer espago entre eles. Quando as
paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes, deverao ser
eliminados os numeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edigées de documentos
consultados deverao ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos,
seguidas de ponto e da palavra "edigao" no idioma que figura na publicagédo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edi¢édo, essa ndo devera
ser indicada. Quando houver a definigdo do local de publicagéo, este devera ser
indicado em seguida a edigao.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta devera
ser reiniciada na primeira posigao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

« Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

« Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical
cancer in Brunei Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castanoén-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
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Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob Agents
Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

« Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT,
Heller DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups.
The Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
College of American Pathologists and the American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The
gastrointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake.
Aliment Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

» Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem indicacao de autoria: Improved and Emerging
Gel-free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial].
Proteomics. 2012;12(19-20):2902-3.

« Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents
MRSA transmission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

« Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive
new guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process.
Pediatrics. 2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

« Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Multistate outbreak of fungal infection associated with injection of
methylprednisolone acetate solution from a single compounding pharmacy -
United States, 2012. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

+ Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da
Patologia Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

« Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2.
Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

« Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagao de alimentos por
analise microscopica. In: Aimeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV. Vigilancia
Sanitaria: tépicos sobre legislagdo e analise de alimentos. Rio de Janeiro:
Guanabara-Koogan; 2007. p. 72-80.

* Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D.
Squinca F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Editora
UNB; 2008.

Teses, Dissertagoes e Monografias:

« Autor e indicacao de grau: Maranhao FCA. Analise da expressao génica
no dermatéfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgao in vitro: pH e
diferentes fontes de carbono regulando genes. Sdo Paulo. Tese [Doutorado em
Genética] — Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

» Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de
Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007.

» Anais com indicagao de autoria, trabalho e titulo: Neufeld PM, Melhem
M, Szescs MW, Santos LH, Dornelas-Ribeiro M, Maia S, et al. Espécies de
Candida isoladas de pacientes leucémicos. In: Anais do 5. Congresso Brasileiro
de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituigoes:

« Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Manual de diagnéstico e tratamento de doengas falciformes. Brasilia: Ministério
da Saude; 2002.

* Mais de um autor corporativo: Fundagdo Oswaldo Cruz; Fundagao
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Relatério de
atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

« Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre as
condigbes para a promogao, protecao e recuperagao da saude, a organizagédo e
o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Diario
Oficial da Uniao 20 set 1990; segao 1.

« Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regulamenta
aLein®8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a organizagdo do
Sistema Unico de Saude - SUS, o planejamento da saude, a assisténcia a satude
e a articulagao interfederativa, e da outras providéncias. Diario Oficial da Unido
29 jun 2011; segéo 1.

« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de maio
de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengao e o controle da infecgao
hospitalar. Diario Oficial da Uniao13 mai 1998; se¢ao 1.
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» Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispée sobre Regulamento Técnico para
Funcionamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Uniao 14 out 2005;
secao 1.

Meios Eletrénicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-
Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.: manual
identification (reference method) and automated identification (Vitek system
platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periédicos na internet]. 2012 set
[acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://www.scielo.br/pdf/
jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

» Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil).
RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispée sobre Regulamento técnico
para o gerenciamento de residuos de saude [resolugao RDC na internet]. Diario
Oficial da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012]. Disponivel em: http://
www.unesp.br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

» Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira |. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 4o0. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdgenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitacao de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sistema
de Gestao de Publicagées (SGP), no enderego: www.sgponline.com.br/rbac/
sgp. Outras formas de submissao, ndo serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

» A comunicacao entre os diferentes participantes do processo editorial de
avaliagao e publicagao (autores, revisores e editor) sera feita apenas de forma
eletronica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito informado
automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanga de status;

» Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha de
submisséo, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e posterior
acesso por meio de login e senha;

» A RBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua
participagdo no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua
participagdo, o manuscrito sera recusado;

» O SGP atribuira a cada manuscrito um nimero de registro e o autor
principal sera notificado de que o manuscrito esta completo e apropriado para
iniciar o processo de revisao;

« Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justificados e
solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de pés-graduagéo
ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores ou servicos de
instituicées publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente fundamentados por
seus autores. Os pedidos de fast-frack deverao vir enderegados ao editor da
RBAC em documento em papel timbrado da instituicdo e carimbado por seus
superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaragédo de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissao de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado "Titulo do
Artigo" a apreciagao do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Anélises Clinicas
- RBAC para sua publicagao. Nesta oportunidade, declaramos estar de acordo
com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se propriedade
exclusiva da RBAC desde sua submissao, sendo vedada a reprodugao total ou
parcial, em qualquer meio de divulgagéo, sem que a prévia e necessaria autorizagao
seja solicitada e concedida pela editoria da RBAC. Declaramos também que o
artigo nao infringe os direitos autorais ou qualquer outro direito de propriedade de
terceiros e que seu contetdo é de inteira responsabilidade dos autores.
Declaramos ainda que este € um trabalho original e que nao foi publicado
anteriormente e nem esta sendo considerado para publicagao em outro periédico,
tanto no formato impresso quanto no eletrénico. Os autores confirmam estar
cientes e concordantes com a publicagao do artigo na RBAC e afirmam nao
haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema abordado no artigo com
pessoas, entidades ou instituigées.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

a s 0D

Data: / /
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