AVALIACAO DA CARGA MICROBIANA E
DETERMINACAO DE MICRO-ORGANISMOS
RESISTENTES EM AREAS HOSPITALARES

Daniela de Sales Guilarducci!
Mercia Guadalupe Ramos?
Vaneida Maria Meurer?
Murilo Gomes Oliveira?
Célia Hitomi Yamamoto*

RESUMO

A infec¢do hospitalar (IH) é a mais frequente complica¢do que ocorre em pacientes hospitaliza-
dos. A transmissao de micro-organismos em ambiente hospitalar pode ocorrer entre individuos
ou entre materiais inanimados e individuos. Para sua prevengio, normas bdsicas de limpeza e
desinfec¢ao devem ser seguidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do ambiente
hospitalar e da solugao desinfetante empregada na limpeza e desinfecgao de superficies, verifican-
do a presenca de bactérias resistentes a antibidticos. A qualidade da solugio desinfetante de hipo-
clorito de sédio foi determinada com emprego de métodos analiticos descritos na Farmacopeia
Brasileira, 5. ed. Foram analisados 42 lotes de amostras a 1% (Grupo A) e 15 lotes cujas concen-
tragoes variaram de 10 a 12% (Grupo B). Para o teste de contagem microbiana, foram coletadas
amostras de superficies, das dreas do Centro de Terapia Intensiva, da Sala de Hemodidlise e da
Enfermaria de Clinica Médica Feminina (ECMF). A susceptibilidade da bactéria frente a doze
antimicrobianos (TSA) foi avaliada, segundo a técnica de difusio em dgar de Kirby ¢ Bauer. Os
resultados dos testes de dosagem da substincia ativa nas amostras mostraram que 2% dos lotes
do Grupo A e 67% dos lotes do Grupo B apresentaram conformidade ao limite especificado.
As cargas microbianas médias foram de 24,1 unidades formadoras de col6nias (ufc)/cm2 para
micro-organismos aerébios meséfilos totais e de 11,5 ufc/cm?2 para fungos totais. Os resultados
da contagem para uma mesma drea em dias diferentes apresentaram valores discrepantes, sendo
mais criticos na ECMFE. Foram identificadas 20 cepas de Staphylococcus spp isoladas das trés
dreas avaliadas. O teste de sensibilidade mostrou a presenca de micro-organismos resistentes a
penicilina e eritromicina, alem de duas multirresistentes de Staphylococcus spp coagulase negativa
e resistente a oxacilina. Os resultados deste estudo corroboraram a importincia do monitora-
mento ambiental em relacio & carga microbiana e da utilizagdo de procedimentos de limpeza
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e desinfecgao de rotina, eficazes e consensuais, com a finalidade de prevenir o surgimento da
infec¢do hospitalar.
Palavras-chave: Contamina¢io. Desinfec¢io. Infec¢io Hospitalar. Resisténcia Microbiana. Sta-

phylococcus spp.

INTRODUCAO

O Ministério da Satide define, na portaria n® 2.616 de 12 de maio de 1998, infec¢ao hospitalar
(IH) ou nosocomial como aquela adquirida apés admissao do paciente e que se manifeste durante
a internagdo ou apos a alta, estando relacionada com a internagio ou a procedimentos hospitalares.
Também sio convencionadas como infec¢oes hospitalares aquelas manifestadas antes de 72 horas da
internagao, quando associadas a procedimentos diagndsticos e/ou terapéuticos, realizados durante esse
periodo (BRASIL, 1998).

Diferentes micro-organismos podem causar IH, dentre os quais, o grupo constituido por bactérias
que formam a microbiota humana e normalmente nio apresentam risco a individuos sauddveis,
devido a sua baixa viruléncia. No entanto, podem causar infec¢ao em individuos com estado clinico
comprometido, sendo denominadas, assim, de bactérias oportunistas (BRASIL, 2004).

A incidéncia da IH tem aumentado na mesma propor¢ao que o desenvolvimento da tecnologia
invasiva. Porém, o conhecimento dos profissionais da sadde sobre as agoes de prevencio e controle das
infecgbes ndo acompanha esse desenvolvimento. O uso inadequado e generalizado dos procedimentos
invasivos, diagndsticos e terapéuticos juntamente com os problemas do indice de tolerdncia tem
agravado a situagdo das [H (SOUZA et al., 2009).

De acordo com Silva (2003); Chen et al. (2005) e Ward et al. (2005), a IH representa um dos
principais problemas da qualidade da assisténcia médica, pois se configura como problema econémico,
devido 2 frequéncia de incidéncia e a sua letalidade. Além de custos diretos, tais como internagio,
intervengoes médico-cirtirgicas e medicamentos, hd custos indiretos, como aqueles representados
pela impossibilidade de retorno ao mercado de trabalho e custos inatingiveis ou dificeis de avaliar
economicamente, como os distdrbios provocados pela dor, mal-estar, isolamento, sendo causas do
sofrimento experimentado pelo paciente.

O ambiente hospitalar, além de selecionar agentes infecciosos resistentes, redne pessoas com
diferentes vulnerabilidades 4 infecgao, apresenta intensa realiza¢io de procedimentos invasivos, aspectos
que o caracterizam como um ambiente favordvel a propagacio da IH (NOGUEIRA et al., 2009).
Sendo assim, a higiene e a limpeza do ambiente constituem formas de controlar a contaminagio
ambiental, auxiliando na preven¢do da infec¢io por micro-organismos resistentes a antimicrobianos.
Sehulster e Chinn (2003) acreditam que a higiene das maos é importante para minimizar transferéncia
de micro-organismos de superficies do ambiente para pacientes. Reduzindo o reservatério ambiental
desses patdgenos, reduz-se o risco de transmissio cruzada entre pacientes, diminuindo o risco de
infeccoes nosocomiais (ALFA et al., 2008).

Atualmente, as solu¢oes de hipoclorito sao amplamente utilizadas na desinfec¢ao de ambientes
domiciliares e hospitalares, além de serem utilizadas como substincias irrigadoras na endodontia
(RIBEIRO, 2009). A solu¢io de hipoclorito de sédio possui atividade antimicrobiana pronunciada,
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eliminando inclusive esporos bacterianos em curto intervalo de tempo, sendo, ainda, capaz de dissolver
matéria orginica (RIBEIRO, 2009 e BORIN et al., 2007).

De acordo com a descrigio realizada por Estrela et al. (2002), o hipoclorito de sédio ¢ uma base
forte, com pH maior que 11. Seu mecanismo de a¢io ocorre através de uma reacao de saponificagao,
reagindo com os dcidos graxos, transformando-os em sal de dcido graxo e glicerol. Essas substincias
provocam a redugio da tensio superficial da solu¢io remanescente. O hipoclorito também reage com
os aminodcidos, promovendo a degradacao e hidrélise desses compostos, essenciais para a sobrevivéncia
dos micro-organismos. Além disso, o {on cloro (Cl-), poderoso agente oxidante, também é responsdvel
pela atividade antimicrobiana das solugées de hipoclorito, visto que promove a inibi¢io enzimdtica
pela oxidagao dos grupos sulfidrila presentes em enzimas essenciais para a célula bacteriana.

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a qualidade do ambiente hospitalar, determinando
a quantidade de micro-organismos em superficie de dreas especificas, com grande frequéncia de
pacientes. Dentre os micro-organismos encontrados, determinar aqueles resistentes a antimicrobianos.
Em relagio ao agente desinfetante, avaliar a qualidade do produto, através dos testes de doseamento do
cloro ativo, medida do pH e identificagio da substincia ativa.

METODOLOGIA

As amostras de solugdo de hipoclorito de sédio foram cedidas por um hospital geral publico de
ensino e pesquisa, localizado na cidade de Juiz de Fora (MG), para a avaliagao dos pardmetros fisico-
quimicos de qualidade. Foram analisados 42 lotes de solu¢io de hipoclorito de sédio a 1% e 15 lotes
com concentragio entre 10 e 12%. Ensaios de identificagao, determinacoes de pH e teor de hipoclorito
de sédio foram realizados, segundo métodos descritos na Farmacopeia Brasileira, 5. ed. (2010).

Amostras de superficies de ambiente hospitalar foram coletadas na sala de Hemodidlise, no
Centro de Terapia Intensiva (CTI) e na Enfermaria de Clinica Médica Feminina do hospital em
estudo e submetidas a teste de contagem microbiana, identificacdo de micro-organismos e teste de
sensibilidade a antimicrobianos. Foram realizadas trés amostragens em cada setor avaliado. Pisos
de superficies hospitalares de dreas de 100 cm2 foram amostrados, com auxilio de swab estéril,
sendo transferidos para tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo caseina de soja estéril. Os testes de
contagem em placa pela técnica de superficie e profundidade e identificagio microbiana seguiram
procedimentos descritos na Farmacopeia Brasileira, 5. ed. (2010). A avaliagao da susceptibilidade
das bactérias frente a doze antimicrobianos obedeceu a técnica de difusao em dgar de Kirby & Bauer.
O teste de sensibilidade foi executado apds o teste de coloragao de Gram e a identificagio das cepas
isoladas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores de pH das solug¢oes diluidas variou de 9,2 a 12,09 e o das solugoes concentradas de 9,9
a 12,4, diferindo da especificagio da Farmacopeia Brasileira em 54,4% das amostras, que recomenda

pH superior a 11,0. Sassone et al. (2003) recomendam que o pH da solugao de hipoclorito de sédio
esteja entre 9,0 a 11,0, intervalo no qual ocorre maior estabilidade quimica.
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Figura 1 - Conformidade das amostras de hipoclorito de sédio Figura 2 - Conformidade das amostras de hipoclorito de sédio 10-
1% em relagio ao teor de cloro ativo segundo especificagdes da  12% em relacdo ao teor de cloro ativo segundo especificaggdes da
brasileira 5 ed. (2010). farmacopeia brasileira 5 ed. (2010).

Fonte: do autor.

O teor do hipoclorito de sédio nas amostras apresentou conformidade em 2% e 67%,
respectivamente, para produtos a 1% e 10 a 12%, conforme observado nas Figuras 1 e 2. Ribeiro et
al (2010) ressaltam que inumeros fatores extrinsecos favorecem a redug¢io da concentragio do ativo
em solugdes, como a temperatura elevada, o tipo de embalagem, o contato com o diéxido de carbono
atmosférico e a presenca de luz. Um desses fatores, ou o conjunto deles, pode ter contribuido para a
reducio do teor de cloro ativo nas solugoes.

A carga microbiana média das dreas estudadas foi de 24,1 unidades formadoras de colénias
(ufc)/cm2 para micro-organismos aerébios mesdfilos totais e 11,5 ufc/cm2 para fungos totais. As
trés dreas estudadas apresentaram elevados valores de contagem de micro-organismos. O local que
apresentou maior carga microbiana foi a Enfermaria Infecto Parasitiria Feminina, com média de 49,2
ufc/cm2 de aerébios mesofilos totais e 16,9 ufc/cm2 de fungos totais, local de grande circulagao de
pacientes.

Choi et al. (2013) observaram a rdpida redugao das taxas de infecgoes associadas ao uso de cateter
nos centros de tratamento de pacientes oncolégicos pedidtricos, com a implementagao de um conjunto
de préticas simples de cuidado realizado na rotina. Ocorreu uma redugao das infec¢oes em 45%, apds
o periodo de implantagio de medidas preventivas, que inclufam o atendimento adequado ao paciente,
manuseio correto do cateter, treinamento multidisciplinar e comunicagao eficaz entre pacientes e
profissionais de sadde. Da mesma forma, Wheeler et al. (2011) publicaram trabalho constatando a
redugdo da infeccao associada a cateter, apds implantagio de grupos de estudo colaborativo para a
melhoria da qualidade.
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Figura 3 - Numero de micro-organismos isolados e identificados provenientes das trés dreas estudadas.
Fonte: do autor.

Observa-se, na Figura 3, que 50% das amostras correspondem a cepa de Staphylococcus spp
coagulase negativo (SCN). Bouzada (2009), ao analisar a 4gua de expurgo resultante do enxdgue dos
panos de limpeza usados na varredura dmida de diferentes dreas do hospital em estudo, isolou 547
cepas bacterianas, entre as quais 43,7% foram identificadas linhagens de SCN. Essas cepas foram
detectadas nas trés dreas avaliadas. Andrade et al. (2000), avaliando as condigdes microbiolédgicas de
colchoes de leitos hospitalares antes e apds sua limpeza, observaram que a carga microbiana nio se
alterou, ap6s o procedimento de limpeza. Foi deduzido que o procedimento de limpeza provocava o
deslocamento dos micro-organismos para outros pontos do colchao, nao havendo redugao da carga
microbiana.

Foi realizada a avaliagao da susceptibilidade de vinte e oito cepas de micro-organismos isoladas.
Duas cepas de SCN apresentaram resisténcia a multiplos antimicrobianos, sendo uma amostra
resistente a 9 antimicrobianos e outra a 10 antimicrobianos, enquanto quatro amostras apresentaram
sensibilidade a todos os antimicrobianos.

A Figura 4 mostra que 69% das amostras de SCN apresentaram resisténcia a oxacilina e penicilina.
Trabalho realizado por Bouzada (2009), de avaliagao de micro-organismos isolados a partir da dgua de
expurgo do hospital, mostrou as seguintes porcentagens de resisténcia de SCN: 59,64% resistentes a
penicilina, 43,4% a oxacilina, 47,8% a eritromicina e 20,61% a clindamicina. Os valores encontrados
reforcam os valores obtidos no atual estudo e mostram a importincia do controle ambiental em dreas
hospitalares, para evitar a transmissao de micro-organismos com resisténcia a antibidticos.
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Figura 4 - Porcentagem de resisténcia das amostras de Staphylo- Figura 5 - Porcentagem de resisténcia das amostras de Staphylococ-
coccus ssp coagulase negativa aos antimicrobianos testados de cus aureus aos antimicrobianos testados de acordo com a metodo-
acordo com a metodologia de Kirby ¢ Bauer. logia de Kirby ¢ Bauer.

Fonte: do autor.

A Figura 5 apresenta as porcentagens de cepas resistentes de Staphylococcus aureus aos
antimicrobianos testados. Uma cepa apresentou resisténcia & vancomicina. Cenaqui (2010), realizando
estudo semelhante no mesmo local, observou a presenga de trés cepas de Staphylococcus aureus positivas
para mecA, caracterizada como Staphylococcus aureus resistente 3 meticilina (MRSA), enquanto, no
presente estudo, uma cepa foi resistente a oxacilina.

As cepas MRSA nio sao inibidas por grande parte dos antibiéticos beta lactdmicos. Os fdrmacos
de escolha para o tratamento de infec¢oes causadas por MRSA pertencem a classe dos glicopeptideos.
Porém, com o amplo emprego de vancomicina na prdtica clinica, ocorreu o surgimento de Staphylococcus
aureus com sensibilidade reduzida a esse antimicrobiano e demais glicopeptideos e Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina (MANFREDINI et al., 2011).

CONCLUSAO

As andlises de controle de qualidade das solugoes de hipoclorito de sédio utilizadas pelo hospital
demonstraram que os produtos concentrados (10 a 12%) apresentaram 67% de conformidade, em
relagao a determinagio do teor de cloro ativo. J4 os lotes das solugoes diluidas a 1% apresentaram 98%
das amostras nao conformes.

Os resultados das amostras coletadas de superficie de ambiente hospitalar provenientes da Sala
de Hemodiilise, Centro de Terapia Intensiva e Enfermaria de Clinica Médica Feminina apresentaram
carga microbiana elevada, com valor médio das trés dreas de 24,1 ufc/cm? para aerébios meséfilos totais
e 11,5 ufc/cm? para bolores e leveduras totais. A drea que apresentou a maior carga microbiana foi a
Enfermaria Infecto Parasitdria Feminina.

Em aproximadamente 50% das colonias, foram visualizados grumos de cocos Gram positivos,
identificados como Staphylococcus spp coagulase negativa e cerca de 12,5% das coldnias isoladas
foram identificadas como Staphylococcus aureus. Uma cepa de Staphylococcus spp coagulase negativa
apresentou resisténcia aos antibidticos sulfazotrim, ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina,
gentamicina, cefepime, rifampicina, penicilina e oxacilina e outra cepa apresentou resisténcia também
a0 cloranfenicol, além de aos antibidticos anteriores.

A presenca de cepas microbianas resistentes nas superficies dos ambientes hospitalares avaliados
evidencia a importincia dos procedimentos de limpeza e desinfecgao na rotina hospitalar em todas
as dreas, locais em que o paciente tem contato direto com objetos inanimados e pessoas. Portanto,
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os procedimentos de limpeza e desinfecgao eficientes sio essenciais e podem evitar a transmissao dos
micro-organismos no ambiente hospitalar, tornando-o seguro aos usudrios, sendo imprescindiveis
continuas a¢oes de capacitagio pessoal.

EVALUATION OF MICROBIAL LIMIT AND DETERMINATION OF
RESISTANT MICRO-ORGANISMS IN HOSPITAL AREAS

ABSTRACT

A nosocomial infection (NI) is the most frequent problem that occurs in hospitalized patients.
The transmission of micro-organisms in hospitals may occur between individuals or between
individual and inanimate materials. For prevention, basic standards of cleaning and disinfection
should be followed. The aim of this study was to evaluate the quality of the hospital environ-
ment and the disinfectant solution used in the cleaning and disinfection of surfaces, checking for
the presence of antibiotic-resistant bacteria. The quality of the disinfectant solution of sodium
hypochlorite was determined with the use of analytical methods described in the Farmacopeia
Brasileira, 5th ed. Samples of 42 batches of samples at 1% (Group A) and 15 lots whose con-
centrations ranged from 10 to 12% (Group B) were analyzed. Surface sampling was conducted
in hospital areas of Intensive Care Unit, hemodialysis room and Infectious Parasitic Women
Ward (IPWW) to assess the microbial limit. The antimicrobial susceptibility test (TSA) with
twelve antimicrobials substances was evaluated using the agar diffusion technique of Kirby ¢
Bauer. The results of quality analysis of disinfectant solution referred to the dosage of the active
substance showed that 2% of the batches of Group A and 67% of the Group B batch presented
compliance to specified limit. The microbial limits were 24.1 colony forming units (cfu) / cm2
for total mesophilic aerobic micro-organisms and 11.5 ufc/cm2 for total fungi. The results of
the microbial count for the same area on different days showed discrepant values, being more
critical in DIPE. 20 strains of Staphylococcus spp were isolated from the three areas. The sensi-
tivity test showed the presence of resistant micro-organisms to penicillin and erythromycin,
and two multidrug-resistant strains of negative coagulase and oxacillin resistant Staphylococcus.
The results of this study confirmed the importance of environmental monitoring in relation to
microbial limit and use of effective and consensual cleaning and disinfecting routine, with the
purpose of preventing the emergence of nosocomial infection.

Keywords: Contamination. Disinfection. Cross Infection. Microbial Resistance. Staphylococcus
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