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RESUMO

CHEQUER, Simone Silva lamin, Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2003. Resisténcia a antimicrobianos e  biocidas em bactérias isoladas
de pacientes e ambiente hospitalares. Orientadora: Célia Alencar de
Moraes. Conselheiros: Jose Mario da Silveira Mezencio e Nélio José de
Andrade.

Bactérias Gram positivas e Gram negativas foram isoladas de pele de
pacientes, de espécimes clinicos e do ambiente de um Centro de Terapia
Intensiva hospitalar com o objetivo de estudar sua resisténcia a agentes
biocidas e outros antimicrobianos. Dos trinta e oito isolados do ambiente, treze
foram identificados como Staphylococcus sp.; sete como S. aureus; dez como
Acinetobacter sp.; um como Acinetobacter baumannii; e sete como
Pseudomonas aeruginosa. Na pele de pacientes, dos dezessete isolados,
encontraram-se sete de P. aeruginosa; cinco de Staphylococcus sp.; quatro de
Escherichia coli; e um de S. aureus. Entre os dez isolados dos espécimes
clinicos, trés foram identificados como P. aeruginosa; trés como
Staphylococcus sp.; dois como A. baumannii; um como Acinetobacter sp.; e um
como Stenotrophomonas altophila. A resisténcia a cinco ou a mais
antimicrobianos foi frequente na maioria dos isolados de P. aeruginosa e S.
aureus. Os isolados de P. aeruginosa, provenientes da pele de pacientes,

apresentaram-se mais multirresistentes quando comparados a linhagem-tipo, e



houve prevaléncia de resisténcia a tetraciclina, cloranfenicol,
sulfametoxazol/trimetoprim e a perfloxacina. Houve prevaléncia de
sensibilidade a imipenem, ciprofloxacina, norfloxacina, ceftazidima e a
amicacina. Os trés isolados de A. baumannii apresentaram sensibilidade a
imipenem e resisténcia a norfloxacina, cloranfenicol,
sulfametoxazol/trimetoprim, amicacina, gentamicina, perfloxacina, tetraciclina,
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona e ciprofloxacina. Destes, dois isolados
foram sensiveis a fosfomicina. Todos os oito isolados identificados como S.
aureus apresentaram sensibilidade a fosfomicina; seis a amicacina; e cinco a
tetraciclina, ciprofloxacina e vancomicina. Todos foram resistentes a penicilina;
sete a norfloxacina, eritromicina, gentamicina, oxacilina e cefoxitina; seis a
clindamicina e ticarcilina/acido clavulanico; e cinco, a cefalotina. As
concentragdes inibitérias minimas (MIC) do digluconato de clorhexidina indicam
maior suscetibilidade da espécie S. aureus, quando comparada com P.
aeruginosa e A. baumannii. Houve diferenca de resisténcia entre os isolados de
diferentes origens, principalmente entre os identificados como P. aeruginosa.
Isolados de A. baumannii apresentaram MICs, para polivinilpirrolidona-iodo
(PVP-l), pelo menos duas vezes maiores que a linhagem de referéncia. MICs
de PVP-l em P. aeruginosa e S. aureus ndo foram muito superiores aos
encontrados nas respectivas linhagens-tipo. N&do houve correlagdo entre a

resisténcia aos antimicrobianos e aos biocidas.



ABSTRACT

CHEQUER, Simone Silva lamin, Universidade Federal de Vigosa, August,
2003. Antimicrobial and biocide resistan ce in bacteria isolated from
hospital patients and environment . Adviser: Célia Alencar de Moraes.
Committee members: Jose Mario da Silveira Mezencio e Nélio José de
Andrade.

Gram-positive and Gram-negative bacteria were isolated from patients
skin surfaces, clinical samples, and the environment in an intensive care unit at
a hospital in order to determine their resistance to and other biocides
antimicrobial agents. Among the thirty eight environmental isolates, thirteen
were identified as Staphylococcus sp; seven were S. aureus; ten were
Acinetobacter sp.; one Acinetobacter baumannii, and seven Pseudomonas
aeruginosa. From patients skin surfaces were isolated seven strains of P.
aeruginosa, five Staphylococcus sp, two A. baumannii, one Acinetobacter sp
and one Stenotrophomonas altophila. Resistance to five or more antibiotics was
found in most isolates identified as P. aeruginosa and S. aureus. When
compared to the type-strain, isolates of P. aeruginosa were more multiresistant,
prevailing resistance to tetracycline, chloranphenicol,
sulfametoxazol/trimetropin, and perfloxacin. Sensitivity to imipenem,
ciprofloxacin, norfloxacin, and ceftazidime prevailed in most isolates of this

species. All A. baumannii isolates were sensitive to imipenem and resistant to

Xi



the other antibiotics tested. All the S. aureus isolates were resistant to penicillin,
seven were resistant to norfloxacin, erythromycin, gentamycin, oxacillin,
cefoxitin; six were resistant to clindamycin, ticarcillin/clavulanic acid, and five to
cefalotin. Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) for chlorhexidine digluconate
showed that S.aureus is more sensitive to this biocide as compared to P.
aeruginosa and A. baumannii. Differences in resistance could be noticed among
isolates of distinct origins, mainly among P. aeruginosa isolates. MICs for PVP-I
for A. baumannii were at least twice as large as that for the type-strain. MICs for
PVP-I for P. aeruginosa and S. aureus were not very different from those for the
respective type-strains. There was no correlation between resistance to

biocides and resistance to antibiotics.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares constituem grave problema de saude publica,
visto que provocam importantes impactos na atividade social e econémica, e
estéo relacionadas com morbidade e mortalidade em geral.

No Brasil, o problema da infec¢ao foi reconhecido pelo Estado em 1983,
mediante portaria 196, do Ministério da Saude, que tornou obrigatéria a
implantacdo de Comissao de Controle de Infec¢do Hospitalar (CCIH) em todos
os hospitais.

Os agentes etiolégicos das infecgdes hospitalares sdo, na maioria, de
natureza bacteriana, mas tem sido crescente o relato de participagdo de
agentes de natureza viral e fungica.

Resisténcia bacteriana a antibidticos € um fendbmeno bem documentado
e 0s mecanismos de resisténcia sdo geralmente bem descritos, entretanto,
resisténcia bacteriana a biocidas foi descrita mais recentemente. A possivel
ligagdo de resisténcia de bactérias a biocida e a antibidticos tem sido relatada
por varios autores.

Estratégias para controle e prevencao de infecgdo incluem o uso de
biocidas na forma de anti-sépticos e desinfetantes. Os anti-sépticos mais
utilizados na maioria dos hospitais s&o digluconato de clorhexidina (CHG),
alcool etilico 70% e polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I), considerados, pela portaria

930/92 do Ministério da Saude, como adequados a este fim.



Novos conservantes e desinfetantes sdo introduzidos no mercado, cada
vez com menor freqiéncia, o que aumenta os problemas relativos ao
desenvolvimento de resisténcia a agentes antimicrobianos. As poucas opgoes
limitam a possibilidade de rotatividade de produtos e favorecem,
possivelmente, o desenvolvimento de populagdes resistentes. Desse modo, é
importante entender todos os aspectos da interacdo entre biocidas e
microrganismos, particularmente os seus mecanismos de acdo e o
desenvolvimento de resisténcia.

Este trabalho objetivou isolar, de ambiente e pacientes hospitalares,
bactérias relacionadas com episddios de infeccdo hospitalar; identificar esses
isolados; verificar seus modelos de resisténcia aos antimicrobianos usados
como drogas terapéuticas; e, finalmente, verificar seus perfis de resisténcia a
CHG e PVP-I.



2. REVISAO DE LITERATURA

Desde a descoberta da penicilina em 1929, centenas de agentes
antimicrobianos foram desenvolvidos e utilizados em terapia, o que reduziu a
morbidade e a mortalidade associadas a numerosas doencgas infecciosas. O
uso também resultou no aumento da incidéncia de bactérias resistentes a
antibidticos (WHITE et al., 2001), levando ao aumento da prevaléncia de
infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (ANVISA, 2000). O surgimento da resisténcia foi
primeiro observado em hospitais, onde os agentes antimicrobianos s&o usados
e, posteriormente, entre isolados da comunidade (WHITE et al., 2001).

Estudo realizado pelo coordenador da CCIH de um hospital de médio
porte, onde parte deste trabalho foi realizada, mostra a frequéncia de isolados,
de espécimes clinicos, causadores de infecgao hospitalar (Quadro 1).

Hospitais representam um nicho ecoldégico natural para organismos
resistentes. O uso intenso de antibidticos prové ambiente onde esses
organismos podem prosperar, sem dificuldade de competicio com os
organismos suscetiveis. Hospitais sdo ambientes complexos que abrigam a
microbiota intestinal e da pele, a nasal e a oral de pacientes, visitantes e
assistentes, além de numerosos nichos ambientais, que vao desde a agua e o
esgoto até equipamentos (WILSON et al., 1997). O papel de carreadores
(assistentes, visitantes e,ou, acompanhantes) € bastante documentado em
surtos hospitalares com Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, MRSA
(COX et al., 1995).



Quadro 1 — Frequéncia de isolados no Centro de Terapia Intensiva, no periodo
de janeiro de 2001 a setembro de 2002

Infecgao Infeccao hospitalar
Isolado comunitaria Total
N2 % N %
Acinetobacter baumannii 0 0.00 16 15.53 16
Acinetobacter sp. 0 0.00 2 1.94 2
Aeromonas sp. 1 3.33 1 0.97 2
Burkholderia cepacia 0 0.00 1 0.97 1
Candida albicans 1 3.33 1 0.97 2
Candida sp. 1 3.33 3 2.91 4
Citrobacter freundii 1 3.33 1 0.97 2
Enterobacter aerogenes 0 0.00 1 0.97 1
Enterobacter cloacae 1 3.33 3 2.91 4
Enterobacter sp. 1 3.33 1 0.97 2
Enterococcus faecalis 1 3.33 4 3.88 5
Escherichia coli 2 6.67 9 8.74 11
Klebsiella pneumoniae 7 23.33 8 7.77 15
Klebsiella sp. 1 3.33 0 0.00 1
Proteus mirabilis 2 6.67 6 5.83 8
Pseudomonas aeruginosa 4 13.33 27 26.21 31
Serratia marcescens 0 0.00 1 0.97 1
Staphylococcus aureus 2 6.67 17 16.5 19
Staphylococcus epidermidis 3 10.00 1 0.97 4
Streptococcus alfa-hemolitico 1 3.33 0 0.00 1
Streptococcus pneumoniae 1 3.33 0 0.00 1

Igualmente, organismos resistentes podem vir da comunidade. Tem sido
evidenciado aumento de pacientes, em cuidados domiciliares, colonizados com
MRSA, organismos que tém sido isolados de pacientes da comunidade com
infeccdo e sem histérico de hospitalizagédo (HEROLD et al., 1998). O impacto
causado por esses organismos resistentes em hospitais pode ser significante.
Pacientes colonizados, antes de serem admitidos, constituem fonte de
contaminagao (HOSEIN et al., 2002).

Enquanto biocidas desempenham importante papel na limitacdo de
fontes potenciais de infeccdo e ainda parecem ser efetivos, ha consenso de
que o aumento do uso de biocidas na comunidade acarreta o desenvolvimento
da resisténcia, assim como o potencial para resisténcia cruzada a antibioticos
de uso clinico (LEVY, 2000).



Durante as ultimas décadas, houve consideravel aumento nas infecgoes
adquiridas em hospitais, causadas por bactérias multiresistentes. Como
resultado, o risco de contaminagdo microbiana e de infeccdo tem levado ao
aumento do uso de desinfetantes e anti-sépticos (McDONNELL e RUSSELL,
1999). Em surtos hospitalares, a disseminagcdo de patdégenos resistentes a
antibidticos no ambiente tem sido demonstrada (LYYTIKAINEN et al., 1995).
Os patdgenos nosocomiais, isolados de ambiente hospitalar, tém se mostrado
particularmente resistentes aos antibiéticos (KOLJALG et al., 1999; GILLESPIE
et al., 2000).

Bactérias do ambiente podem estar envolvidas na transmissdo de
infecgdo (DANCER, 1999), sendo dificil distinguir a transmissdo direta de
paciente para paciente daquela via ambiente (TALON, 1999).

Geralmente, as investigagdes séo limitadas a espécimes oriundos de
pacientes com suspeita de infecgdo, exceto quando problemas de infecgao
cruzada s&o encontrados (HOSEIN et al., 2002).

As bactérias do ambiente hospitalar possuem caracteristicas peculiares
que permitem a sua permanéncia e disseminagdo, como, por exemplo,
resisténcia a acdo de muitos antibidticos e de anti-sépticos. Podem ser
veiculadas pelas mé&os ou por meios liquidos e algumas agem como
oportunistas, visto que sao bem adaptadas para colonizar pacientes e causar
infeccoes. Entre as bactérias, algumas sdo comuns a maioria dos hospitais,
como S. aureus, Streptococcus epidermidis, E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter sp, Serratia marcescens, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii
e Stenotrophomonas maltophilia (LEVY, 2000).

Biocidas usados como anti-sépticos e,ou, desinfetantes sdo importantes
para alcancar niveis apropriados de desinfeccao de superficies e materiais,
especialmente em ambiente hospitalar (MAILLARD, 2002).

Tendo em vista o grave problema das infecgdes hospitalares no Brasil, o
Ministério da Saude considerou, mediante Portaria n® 930/92, os seguintes
principios ativos adequados aos anti-sépticos: clorhexidina (biguanida); solugéo
alcoolica (alcool etilico e isopropilico); solugado iodada (iodo em alcool 70%);
iodoforo  (polivinilpirrolidona-iodo); solugdo aquosa de permanganato de

potassio e solugdo aquosa a base de sais de prata (ANVISA, 2000).



Em contraste com os agentes quimioterapicos, biocidas tém multiplos
alvos na célula microbiana, e os danos causados resultam no efeito bactericida
(MAILLARD, 2002). Os antibioticos atuam na inibicdo da sintese de
peptideoglicano (R-lactdmicos e glicopeptideos), de proteinas (tetraciclina,
cloranfenicol, mupirocina, macrolideos), além de inibir RNA polimerase
(rifamicina) ou DNA girase (quinolonas) (ZHENG e YOUNG, 1993). No entanto,
os biocidas podem interagir com a parede celular ou com o envelope
(glutaraldeido), produzir mudancgas na integridade da membrana citoplasmatica
(agentes catibnicos), dissipar forga préton-motora (acidos orgéanicos e ésteres),
inibir enzimas de membrana (substancias que interagem com grupos tiol) e
ainda agir como quelante (6xido etileno) e interquelante (acridina) (DENYER e
STEWART, 1998).

A atividade dos biocidas varia grandemente entre os diferentes tipos de
microrganismos. Entre as bactérias vegetativas, as micobactérias sao
provavelmente as mais resistentes a desinfec¢cdo, seguidas pelas Gram-
negativas e Gram-positivas (MAILLARD, 2002). Essa classificacdo baseia-se
na diferenca de permeabilidade, ou ndo, dos microrganismos ao agente ativo
(DENYER e MAILLARD, 2002). Em relacdo a suscetibilidade a biocidas, a
estrutura e a composigao do envelope externo diferem entre microrganismos. A
membrana externa de bactérias Gram-negativas (NIKAIDO e VAARA 1985;
GILBERT et al., 1990) e a parede celular de microbactérias (TRIAS e BENZ,
1994) atuam na permeabilidade e sdo responsaveis pela resisténcia intrinseca
desses microrganismos a componentes antimicrobianos (MAILLARD, 2002). A
membrana citoplasmatica € composta, essencialmente, de uma bicamada de
fosfolipidio permeada com proteinas; € semipermeavel e regula a transferéncia
de solutos e metabdlitos dentro e fora do citoplasma celular (Singer e
Nicholson, 1972; Salton e Owen 1976, citados por MAILLARD 2002). A
membrana citoplasmatica é considerada o principal alvo dos biocidas
(MAILLARD, 2002).

Um dos efeitos da interacdo dos biocidas com a célula bacteriana é a
mudanca na hidrofobicidade celular. Por exemplo, tem sido observado que a
hidrofobicidade de bactérias Gram-negativas altera quando estas séo tratadas
com compostos catidnicos, como clorhexidina (EL-FALAHA et al., 1985;
FITZGERALD et al., 1992).



O modo de agao da clorhexidina €, particularmente, bem documentado.
Atua principalmente em membrana celular de bactérias, causando perda do
material intracelular, inibicdo da respiracdo e desnaturagdao de proteinas
citoplasmaticas (DENYER, 1995; DENYER e STEWART, 1998).

Os biguanidas tém alta afinidade com fosfolipidios acidos, como fosfatidil
glicerol ou difosfatidil glicerol, induzindo a zonas de desestabilizagdo e
destruicdo da membrana plasmatica. Nas bactérias Gram-negativas, a
membrana externa pode representar uma barreira de protecdo (WOODCOCK,
1988).

Outro anti-séptico de importancia hospitalar € o iodo. Embora solugdes
de iodo alcodlico ou aquoso tenham sido usadas, por muitos anos, como anti-
sépticos, apresentam restricdbes de uso, devido ao fato de serem associadas a
irritacéo da pele dos manipuladores (Mc DONNELL e RUSSELL, 1999). Esse
problema foi superado com o desenvolvimento de formulagbes conhecidas
como ioddéforo, complexo de iodo em agente solubilizante ou carreador que
atua como reservatério de iodo ativo (GOTTARDI, 1991). O modo exato de
acao do iodo nao é bem conhecido. Provavelmente, existam trés mecanismos
de agao do iodo. Ele penetra na parede celular das bactérias e combina com o
aminoacido tirosina, formando o diiodotirosina; provavelmente, reage com
outros constituintes da célula como nucleotideos, culminando em morte celular.
A oxidagao do grupo SH do aminoacido cisteina, que impede a formagao de
pontes S-S, parece ser o modo de agdo mais importante deste anti-séptico
(GOTTARDI, 1991).

Bactérias sao, muitas vezes, capazes de sobreviver na presenca dos
agentes antimicrobianos. Algumas apresentam resisténcia intrinseca (DAVIES,
1997), como a encontrada em esporos bacterianos, em micobactéria e em
alguns tipos de bactérias Gram-negativas (TATTAWASART et al., 1999).

Outras populacdes, normalmente suscetiveis, podem adquirir resisténcia
por mutagdes (DAVIES, 1997), por aquisicao de genes de resisténcia, por meio
de plasmideos ou de transposons, ou ainda pela combinagdo de ambos os
mecanismos (TATTAWASART et al., 1999).

Os mecanismos de resisténcia a antibidticos sdo bem elucidados.
Essencialmente, envolvem a redugdo no transporte de antibidtico

(impermeabilidade ou efluxo), degradagcéo ou modificagao da droga por ataque
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de enzimas e modificagao do sitio-alvo (RUSSEL e CHOPRA, 1996; CHOPRA,
1998; RUSSELL, 1998).

Resisténcia a biocidas € menos comum e parece refletir a multiplicidade
de alvos dentro da célula. A resisténcia tipicamente resulta de mudancas
celulares que levam ao acumulo de biocidas, incluindo alteragdes no envelope
celular que limitam o transporte, ou expressao de sistemas de efluxo. Mutagdes
do sitio-alvo, embora raras, sao relatadas (POOLE, 2002).

Sistemas de efluxo relacionados com resisténcia a biocidas
caracterizam-se por uma gama de substratos que acomodam uma variedade
de agentes nao-relacionados estruturalmente, nos quais podem incluir os
antibidticos (PAULSEN et al., 1996; NIKAIDO, 1998).

De acordo com PAULSEN et al. (1996), P. aeruginosa possui sistema de
efluxo que expulsa drogas com potencial para danificar a célula. A presenga de
resisténcia a multidrogas, que conferem resisténcia a antibiéticos, anti-sépticos,
desinfetantes e conservantes, é bem documentada em S. aureus
(LITTLEJOHN et al., 1992; PAULSEN et al., 1996; HEIR et al., 1999; MUNOZ-
BELLIDO et al., 1999). Maior atencdo é dada aos sistemas de efluxo em
bactérias Gram-negativas, mas esses parecem conferir resisténcia mais a
antibioticos que a biocidas (POOLE et al., 1993; PAULSEN et al., 1996;
MASUDA et al., 1999; ZIHA-ZARIFI et al., 1999).

Assim como o sistema de efluxo em S. aureus possui uma gama de
substratos, é possivel também que pelo menos um dos varios sistemas
conhecidos de P. aeruginosa possa conferir-lhne resisténcia simultdnea a
biocidas e a antibiéticos (THOMAS et al., 2000).

Em S. aureus, as proteinas QacA/B e Smr, cujos genes estdo
localizados em plasmideos, sao relatadas como exportadoras de biocidas.
Esses genes sdo comuns em isolados clinicos de S. aureus (LEELAPORN et
al., 1994).

Sistemas de efluxo capazes de acomodar biocidas em bactérias Gram-
negativas sao similarmente transportadores de multidrogas. Nestes incluem
QacE e QacEA1, inicialmente identificados em Klebsiella pneumoniae, mas
presentes em outras bactérias Gram-negativas (PAULSEN et al., 1996). Em P.

aeruginosa, os sistemas de efluxo conhecidos incluem as proteinas MexAB-



OprM, MexCD-OpRJ e MexEF-OprN, cujos genes residem no cromossoma
(CHUANCHUEN et al., 2001).

O desenvolvimento da resisténcia a desinfetantes e conservantes néo é
um fendmeno novo. Em 1952, CHAPLIN isolou linhagens resistentes a
compostos quaternarios de amoénio (in CHAPMAN, 1998).

A correlagao entre resisténcia a biocidas e a antibidéticos também tem
sido demonstrada. Linhagens de MRSA mostraram ser menos suscetiveis a
clorhexidina e aos compostos quaternarios de aménio (QAC), do que linhagens
de Staphylococcus aureus, sensiveis a metilicina — MSSA (IRIZARRY et al.,
1996, SULLER e RUSSELL, 1999). Em contraste, MRSA e MSSA foram
igualmente sensiveis a clorhexidina e ao PVP-| (McDONNELL e RUSSELL,
1999; BARRY et al., 1999).

Resisténcia cruzada entre clorhexidina e varios antibidticos, tais como f3-
lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos, foi demonstrada (KOLJALG et al.,
2002). Observou-se resisténcia cruzada também em Pseudomonas stutzeri,
envolvendo clorhexidina e varios antibidticos (RUSSELL et al., 1998; e
TATTAWASART et al., 1999).

Resisténcia a clorhexidina e a cinco tipos de antibidticos foi encontrada
em linhagens de P. aeruginosa, P. mirabilis, Providencia stuartii e Serratia
marscences, isoladas do trato urinario de pacientes submetidos a cateterizacao
por longo periodo de tempo. O uso difundido de clorhexidina parece ter sido
responsavel pela selegdo das linhagens resistentes aos antibidticos (Stickler et
al., 1974, citados por RUSSEL et al., 1998).

Linhagens de P. mirabilis, resistentes a clorhexidina e a antibidticos,
foram responsaveis por surto em hospital. Entretanto, ndo ha evidéncia de
ligagdo genética entre as resisténcias; a resisténcia foi considerada mais
intrinseca que mediada por plasmideos (DANCE et al., 1987).

Resisténcia a clorhexidina, mediada por plasmideos, foi observada em
S. aureus e Staphylococcus epidermidis, resistentes a antibidticos
(LEELAPORN et al., 1994). O plasmideo pSAJ1, segundo YAMAMOTO et al.
(1988), confere resisténcia a antibiéticos, bem como a clorhexidina, em MRSA.

Em S. aureus, resisténcia a biocidas catibnicos, tais como clorhexidina,

compostos quaternarios de amoénia, acridinas e diamidinas, tem sido observada



(NIKAIDO, 1998) e tem sido atribuida ao sistema de efluxo multidroga, no qual
0s genes gac A/B sao os mais importantes (ROUCH et al., 1990).

O desenvolvimento de resisténcia a outros biocidas, como iodoféro,
também tem sido relatado em ambiente clinico, onde a formagao de biofiime
desempenha papel importante (GRAVEN et al., 1981).

Estratégias para controle e prevencdo de infec¢do incluem o uso de
biocidas na forma de anti-sépticos e desinfetantes. Porém, o entendimento da
resisténcia aos antibioticos e aos biocidas pode levar a estratégias que venham
controlar e corrigir os pontos passiveis de falha no controle de infecgéo
hospitalar.

E evidente a necessidade de se detectarem, mais cedo, os possiveis

mecanismos de resisténcia de bactérias, em ambiente hospitalar, aos biocidas.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratério de Microbiologia Industrial do
Departamento de Microbiologia, no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria - BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Bactérias isoladas de espécimes clinicos

As bactérias aqui caracterizadas foram isoladas de diferentes espécimes
clinicos, como urina, secre¢cao do trato respiratério e escarro de pacientes
submetidos a terapia intensiva, e do ambiente hospitalar. Os isolados de
espécimes clinicos foram gentilmente cedidos por um laboratério clinico.

Além dos isolados, foram utilizadas estirpes de Pseudomonas
aerugionosa ATCC 10145, Staphylococcus aureus ATCC 12600 e
Acinetobacter baumannii ATCC 19606, como controle positivo.

3.2. Isolamento de bactér ias do ambiente hospitalar

O isolamento de bactérias do ambiente hospitalar foi realizado no Centro
de Terapia Intensiva (CTI). Foram selecionados grupos ou espécies
relacionados com episodios de infecgao hospitalar.

Para obtencdo desses isolados foram escolhidos os aparelhos mais

comumente utilizados pela equipe médica e auxiliar, incluindo o de medir
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pressao arterial, o estetoscépio e o respirador, além do leito dos pacientes,
especialmente a grade e o colchao.

A metodologia recomendada por VANDERZANT e SPLITTSTOESSER
(1992) foi utilizada no isolamento dessas bactérias. No equipamento né&o-
mensuravel foi feito swab em toda a sua extensao, em trés posicdes diferentes.
Na superficie, o swab foi aplicado em quatro lugares diferentes, obedecendo-se
a medida de 2cm por 25cm, e em trés posi¢coes diferentes. De uma posicao
para outra, a cabega do swab foi mergulhada em solugéo salina e retirado o
excesso. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas, em baixa
temperatura, em caixa de isopor com gelo e analisadas no periodo de 2 horas.
No laboratorio, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas, por espalhamento, em
superficie em agar seletivo Mac Conkey n® 3, marca Oxoid, para A. baumannii
(KONEMAN et al.; MERCK 1996), agar Mannitol (MERCK, 1996) para S.
aureus e agar Cetremida (MERCK, 1996) para P. aerugionosa. As placas, em
duplicatas, foram incubadas a 37°C, por 18 a 20 horas (KONEMAN et al.; 1992,
MERCK 1996).

As colbnias caracteristicas foram repicadas em estrias compostas nos
respectivos meios de isolamento até a obtencao de culturas puras. Logo apds,
as culturas foram armazenadas em caldo de infusdo de cérebro e coracao
(BHI), adicionado de 20% glicerol, e estocadas a 80°C negativos.

A filtracdo do ar no Centro de Terapia Intensiva foi avaliada. A
metodologia recomendada por VANDERZANT e SPLITTSTOESSER (1992) foi
utilizada no isolamento. As placas, em duplicatas, que continham os meios
seletivos para cada isolado foram colocadas sobre o aparelho (air sampler,
Merck) e filtrados 1000L de ar, por 10 minutos. Essas placas foram
acondicionadas em caixa de isopor e transportadas para o laboratério, onde
foram incubadas a 37°C, por 18 a 20 horas. As colbnias caracteristicas foram
repicadas em estrias compostas nos seus respectivos meios, até a obtencao
de cultura pura, e posteriormente cultivadas em caldo e estocadas, a 80°C
negativos, em 20% glicerol.

Amostras de agua que abastece o respirador e o umidificador foram
também coletadas, e a metodologia recomendada por VANDERZANT e
SPLITTSTOESSER (1992) foi utilizada no isolamento. Aliquotas de 0,1mL

foram transferidas, por espalhamento, em superficie em agar nutriente. As
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placas, em duplicatas, foram incubadas a 37°C, por 18 a 20 horas. As colbnias
presentes foram repicadas em meios seletivos para cada isolado, seguindo o

mesmo procedimento ja citado.

3.3. Identificagéo das bactérias isoladas

A identificagdo dos isolados foi feita no Laboratério de Biodiversidade e
Biotecnologia do Meio Ambiente. Na identificagcdo foi utilizado o sistema MIS
(Microbial Identification System) versao 4.0, que é baseado na composi¢ao de
metil ésteres de acidos graxos. Com base na metodologia recomendada pelo
MIS, estrias dos isolados foram feitas em Agar Soja Triptona (TSA), para
isolados do ambiente, e Agar Soja Triptona, enriquecido com sangue, para 0s
isolados de pacientes. A alca de repicagem foi flambada apenas do terceiro
para o quarto quadrante, para verificar a pureza da cultura. As placas foram
incubadas a 28°C e 35°C para isolados do ambiente e dos pacientes,
respectivamente, por 24 horas. Apds esse periodo, uma alga (equivalente a
0,04g de massa celular) de colbénias foi transferida para um tubo onde 1mL do
primeiro reagente (NaOH +Etanol) foi adicionado para ocorrer a lise da célula e,
assim, a liberagdo dos acidos graxos. Os tubos foram agitados (Vortex) por 10
segundos e colocados em banho-maria a 98°C, por 5 minutos. Apds esse
periodo, foram novamente agitados, por 10 segundos, e colocados em banho-
maria a 100°C, por 25 minutos. Posteriormente, o segundo reagente (HCL
+Metanol) foi adicionado, visando a metilagdo dos ésteres metilicos dos acidos
graxos (FAMEs). Os tubos foram agitados, por 5 segundos, e colocados em
banho-maria a 80°C, por 10 minutos. Em seguida, o terceiro reagente (Hexano
+ metil tert-butil éter - MTBE) foi adicionado, permanecendo em contato por 10
minutos; em seguida, a fase aquosa foi removida com auxilio de uma pipeta
Pasteur. Finalmente, o quarto reagente (NaOH) foi colocado em contato com a
fase organica, por 5 minutos, para remover os acidos graxos livres e residuos
de reagentes do extrato orgéanico. Este extrato foi transferido para outro tubo e
realizada a andlise em cromatografia gasosa, por intermédio do Software
Sherlock®. O perfil de acido graxo foi entdo comparado a uma biblioteca de
referéncia, armazenada em base de dados, para determinar e identificar o

microrganismo desconhecido.
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3.4. Resisténcia aos antimicrobianos

Os testes de resisténcia aos antimicrobianos foram feitos pelo método
de difusdo de disco Kirby-Bauer (BAUER et al., 1965). A escolha dos
antimicrobianos foi baseada nos quimioterapicos utilizados na medicina
humana (Quadro 2).

Os isolados foram reativados em caldo BHI, da marca Oxoid, a 37°C, por
18 horas. Apds esse periodo, a suspensao foi padronizada para densidade
otica 0,4 em comprimento de onda (A) 630nm, em espectrofotdmetro
(Spectrome 20D, Milton Roy), o que corresponde as concentracdes de 10°
UFC/mL para bactérias Gram-negativas e 10’UFC/mL para S. aureus, as quais
foram verificadas anteriormente pela metodologia de plagueamento em
superficie. O padrao para leitura no espectrofotdmetro foi o caldo BHI (Oxoid).

Apoés padronizagao, as culturas foram espalhadas, uniformemente, com
swabs estéreis nas superficies das placas de Petri de 150mm, nas quais havia
42 mL de Agar Mueller Hinton, da marca Oxoid. As placas foram secas por dois
minutos, e, com auxilio de uma pinga, os discos de antimicrobianos, da marca
Cecon, foram colocados em posi¢coes equidistantes nas placas de Petri, que
foram incubadas imediatamente a 35°C, por 18horas. As placas com o0s
antibidticos oxacilina e vancomicina foram incubadas por 24 horas. Os
didmetros dos halos de inibicdo foram medidos; calcularam-se suas médias
nas placas em duplicatas; e foi usado, como referéncia, o padrdao NCCLS
(Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000).

3.5. Resisténcia ao Digluconato de Clorhexidina e ao Polivinilpirrolidona-
iodo

A resisténcia dos isolados foi caracterizada pela determinagdo da
Concentragdo Inibitéria Minima, utilizando-se a metodologia padronizada no
laboratdério de Microbiologia Industrial (MOREIRA, 2002).

As culturas congeladas a - 80°C, em glicerol 20%, foram reativadas em
caldo BHI (Oxoid) e incubadas a 37°C, durante 14 horas. Posteriormente, a
suspensao foi padronizada na D.O. 0,4, conforme ja descrito. Ao atingirem a
D.O. 0,4, as culturas foram centrifugadas, por 15 minutos, a 1912g 15°C, e o
sobrenadante foi descartado. Novo meio foi adicionado, e as culturas diluidas
em caldo BHI, para 10° UFC/mL.
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Quadro 2 — Antimicrobianos utilizados, classes e concentragcdes

Classe de Antimicrobianos Antimicrobianos _Conc./
Disco (ug)
Aminoglicosideos Amicacina (a,b,c) 30
Gentamicina (a,b,c) 10
Beta-lactamicos Ceftriaxona (b,c) 30
Ceftazidima (b,c) 30
Cefotaxima (b,c) 30
Imipenem (b,c) 10
Cefalotina (a) 30
Cefoxitina (a) 30
Oxacilina (a) 5
Peniclina G (a) 10 *
Cloranfenicol Cloranfenicol (b,c) 30
Peptidicos Vancomicina (a) 30
Fosfomicina Fosfomicina (a,b,c) 200
Lincosamideo Clindamicina (a) 2
Macrolideos Claritomicina (a) 15
Eritromicina (a) 15
Quinolonas Ciprofloxacina (a,b,c) 5
Norfloxacina (a,b,c) 10
Perfloxacina (b,c) 5
Sulfa Sulfametoxazol +Trimetoprim (a) 25
Tetraciclina Tetraciclina (a,b,c) 30

a: Staphylococcus aureus; b: Pseudomonas aeruginosa; c: Acinetobacter
baumannii.
* correspondente a 10 U.I.
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As placas de microtitulagdo (Nunc-Immuno Plates, Dinamarca®) foram
previamente esterilizadas, por exposi¢ao a radiacdo UV, por 30 minutos e, em
seguida, 230ul da cultura diluida foram adicionados aos orificios da placa de
microtitulagdo juntamente com os anti-sépticos, nas diferentes concentragdes
no total de 300 pl por orificio da placa. Todos os procedimentos foram
realizados em triplicata e foram feitos os controles de esterilidade e da curva
padrao de crescimento.

Os anti-sépticos digluconato de clorhexidina (Degussa) e PVP-I (Isp
incorporation) foram diluidos em agua e filtrados em membrana MILLIPORE®.

O aparelho leitor de ELISA (Titerk multiscan®, Plus-MKII) foi utilizado no
acompanhamento do crescimento dos isolados, com filtro de 560nm. As
leituras foram realizadas em intervalos preestabelecidos, e a curva-padrao de
crescimento foi construida com a média aritimética das triplicatas e plotada em
programa MICROSOFT® EXCEL 2000. As curvas foram avaliadas, e a MIC foi
estabelecida como a menor concentracdo do anti-séptico que impedia o
crescimento bacteriano até duas horas apds o tempo correspondente ao inicio
da fase estacionaria do controle, que se constituia da bactéria cultivada em BHI

sem o anti-séptico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e identificagcéo

Foram obtidos e identificados 65 isolados, entre bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, de ambiente e de pacientes do Centro de Terapia
Intensiva de um hospital. Dessas, 10 foram isoladas de espécimes clinicos
cedidos por um laboratério; 17, de pele de pacientes; 25, do ambiente; 12, da
agua de umidificador e de respirador; e 1, do ar, isolados neste trabalho. Esses
isolados pertencem as familias Enterobacteriaceae (Escherichia coli),
Pseudomonadaceae (Pseudomonas aeruginosa), Micrococcaceae
(Staphylococcus) e Neisseriaceae (Acinetobacter).

Os Quadros 3, 4 e 5 mostram a distribuicdo dos isolados, conforme a
quantidade encontrada e o local de isolamento.

Calculos baseados nas possiveis quantidades (unidades, dezenas ou
centenas) de bactérias presentes nas placas de Petri permitiram estimar a
quantidade de células presentes nos locais de isolamento. As bactérias estao
presentes na agua, aproximadamente 10? UFC por mililitro. A amostra de pele
foi obtida, por swab, de axila ou de superficie de aproximadamente 50cm? na
area proxima ao pescoco. Nesse caso, cada isolado representa,
aproximadamente, 10° a 10* UFC por 50cm? nos locais de pele amostrados.

Nas amostras do ambiente obteve-se 0 mesmo valor da amostra de pele.
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Quadro 3 — Distribuicdo dos isolados de ambiente do Centro de Terapia

Intensiva
Aparelho
Isolado de Leito Estetoscopio Respirador Ar
pressao
Acinetobacter sp. 2 2 1 0 0
Acinetobacter baumannii 1 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 3 3 1 0 0
Staphylococcus sp. 1 9 0 2 1

Quadro 4 — Distribuicdo dos isolados da agua do umidificador e respirador

Isolado Umidificador Respirador
Acinetobacter sp. 2 3
Pseudomonas aeruginosa 5 2

Quadro 5 — Distribuicdo dos isolados da pele de pacientes e de espécimes
clinicos

Isolado Pele Espécimes clinicos
Acinetobacter sp.
Acinetobacter baumannii
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus sp.
Stenotrophomonas maltophilia

OO =-~~Nh~hOO
WO WON =

Com excegdo da agua, ndo existem valores da quantidade de células
permitidas nesses locais, os quais sirvam de referéncia. E desejavel que
bactérias patogénicas e oportunistas resistentes ndo estejam presentes nesses
locais, pois podem representar risco de contaminagao e infecgdo de pacientes.

Na agua do umidificador e do respirador foram encontrados sete
diferentes isolados de P. aeruginosa. A diferenga entre estes pode ser
constatada pelos modelos de resisténcia a antimicrobianos desses isolados,

demonstrados no Quadro 7. P. aeruginosa esta associada a infecgbes
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respiratérias em pacientes hospitalares (LEVY, 2000). Sua presenca em
equipamentos usados para facilitar a respiracdo de pacientes é indesejavel.
Além de P. aeruginosa, foram encontrados na agua dos equipamentos cinco
isolados identificados como Acinetobacter sp., bactéria também indesejavel,
uma vez que essa agua deve apresentar-se livre de microrganismos.

Considerando-se os isolados da pele e dos espécimes clinicos, P.
aeruginosa foi o mais encontrado (10 isolados), seguido do género
Staphylococcus (Quadro 5). Apenas 1 isolado foi identificado como S. aureus.

S. aureus é um patdégeno oportunista que esta presente na mucosa
nasal, na pele e nos pélos de 50% ou mais de individuos saudaveis. Pode
também ser isolado do ar, da poeira, da agua de esgoto, de equipamentos, de
superficies do ambiente e de alguns alimentos (LEVY, 2000). P. aeruginosa e
A. baumannii sdo também patdgenos oportunistas que podem ser isolados da
agua, assim como de espécimes clinicos (LEVY, 2000).

As bactérias identificadas neste trabalho s&o comuns a maioria dos
hospitais e sdo as principais responsaveis por infeccdo hospitalar no hospital
onde tais bactérias foram isoladas, de acordo com um estudo feito pelo

responsavel pela CCIH (Quadro 1).

4.2. Resisténcia de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
Staphylococcus aureus, isoladas de ambientes e pacientes

hospitalares, a antimicrobianos

Os Quadros 6, 7 e 8 mostram os modelos de resisténcia de 28 isolados
a antimicrobianos, P. aeruginosa, A. baumannii e S. aureus, provenientes de
ambientes e de pacientes hospitalares.

Todos os isolados de P. aeruginosa (17) (Quadro 7) foram resistentes a
tetraciclina; 94,12% (16), 70,59% (12) e 64,7% (11), a cloranfenicol,
sulfametoxazol/trimetoprim e perfloxacina, respectivamente. Observou-se que
nao houve sensibilidade a esses antimicrobianos, porque os isolados n&o-
resistentes apresentaram resultados de resisténcia intermediaria a essas
drogas. Nota-se que 82,4% (14/17) foram sensiveis a imipenem; 64,7%
(11/17), a ciprofloxacina, norfloxacina, ceftazidima; e 58,82% (10/17), a

amicacina.
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Quadro 6 — Modelo de resisténcia a antimicrobianos de Pseudomonas aeruginosa, isolada da agua, de espécimes clinicos e de
pele

ANTIMICROBIANOS (ug/disco)
ISOLADO NOR CLO SUT AMI FOS GEN PEF IPM TET CTX CAZ CRO CIP
10 30 25 30 200 10 10 30 30 30 30 5
R R
R R R
| R

(6)]

3H

4H

5H

6H

10H

11H

12H

1PP

29P

30P

39P

4PP

5PP

8PP

13PP

14PP

22PP
ATCC10145
NOR: norfloxacina; CLO: cloranfenicol; SUT: sulfametoxazol/trimetoprim; AMI: amicacina; FOS: fosfomicina; GEN: gentamicina;
PEF: perfloxacina; IPM: imipenem; TET: tetraciclina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; CIP: ciprofloxacina; R:
resisténcia; |: intermediario; espago em branco: sensivel; H: isolado da agua; P: isolado de espécimes clinicos; PP: isolado de pele
de paciente.
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Quadro 7 — Modelo de resisténcia a antimicrobianos de Acinetobacter baumannii, isolado de ambiente e de espécimes clinicos

ANTIMICROBIANOS (ug/disco)

ISOLADO NOR CLO  SUT AMI FOS GEN PEF IPM TET CTX CAZ CRO CIP
10 30 25 30 200 10 5 10 30 30 30 30 5
16A R R R R R R R R R R R
31P R R R R R R R R R R R
34P R R R R I R R R R R R R
ATCC19606 R R I R

NOR: norfloxacina; CLO: cloranfenicol; SUT: sulfametoxazol/trimetoprim; AMI: amicacina; FOS: fosfomicina; GEN: gentamicina;
PEF: perfloxacina; IPM: imipenem; TET: tetraciclina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; CIP: ciprofloxacina; R:
resisténcia; |: intermediario; espaco em branco: sensivel; A: isolado de ambiente; P: isolado de espécimes clinicos.
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Quadro 8 — Modelo de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus aureus, isolado de ambiente e de pele de paciente

ANTIMICROBAINOS (ug/disco)
ISOLADO "NOR AMI FOS GEN TET CIP PEN ERI CLA CFL TIC CLI CFO OXA VAN

10 30 200 10 30 5 10 15 15 30 7510 2 30 1 30
17 R R [ R R | R R R R R
3A R R R R R R R R R
5A R
BA R R R R R R R R R R R
14A R R R R R R R R R R R
15A R R R R R R | R R R
21A R R R R R R R R R R R R
24PP R R R R R R R R R R R
ATCC12600 | |

NOR: norfloxacina; AMI: amicacina; FOS: fosfomicina; GEN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; PEN: penicilina;
ERI: eritromicina; CLA: claritromicina; CFL: cefalotina; TIC: ticarcilina/ acido clavulanico; CLI: clindamicina; CFO: cefoxitina; OXA:
oxacilina; VAN: vancomicina; R: resisténcia; I: intermediario; espago em branco: sensivel; A: isolado de ambiente; PP: isolado de
pele de paciente.



Todos os trés isolados de A. baumannii (Quadro 7) foram sensiveis a
imipenem e resistentes a norfloxacina, cloranfenicol,
sulfametoxazol/trimetoprim, amicacina, gentamicina, perfloxacina, tetraciclina,
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona e ciprofloxacina; dois foram sensiveis a
fosfomicina; e um apresentou grau de resisténcia intermediaria.

Nos isolados de S. aureus (Quadro 8), observou-se que todos os oito
foram sensiveis a fosfomicina; seis, a amicacina; e cinco, a tetraciclina,
ciprofloxacina e vancomicina; todos foram resistentes a penicilina; sete, a
norfloxacina, eritromicina, gentamicina, oxacilina e cefoxitina; seis, a
clindamicina e ticarcilina/ acido clavulanico; e cinco, a cefalotina.

Os sete isolados de P. aeruginosa de pele foram diferentes quanto a
resisténcia a antimicrobianos (Quadro 6). Os isolados 14PP e 22PP foram,
nesse sentido, idénticos e resistentes a todos os antibidticos testados. O
isolado 5PP foi sensivel apenas a imipenem, e o isolado 13PP, apenas a
fosfomicina. Considerando-se que os antibiéticos testados foram usados contra
Pseudomonas e que os niveis de antibioticos testados foram Kirby-Bauer,
ilustra-se, aqui, a severidade do quadro de resisténcia de bactérias, existentes
na pele de pacientes hospitalares, a antimicrobianos, que podem dissemina-las
nesse ambiente. As bactérias do género Pseudomonas estdo entre os
organismos capazes de desenvolver estratégias de protegdo contra
antibacterianos mais eficazes (NIKAIDO, 1998). Comparados a linhagem-tipo
(ATCC 10145), os isolados da pele de pacientes apresentaram-se mais
multirresistentes. Esses isolados apresentaram mais resisténcia que os
isolados da agua de equipamentos e de espécimes clinicos. E interessante
notar que o modelo de resisténcia de P. aeruginosa, isolada de espécimes
clinicos, € unico (Quadro 6), o que pode indicar sua natureza clonal. O modelo
em questdo, resisténcia a cloranfenicol, sulfametoxazol/trimetoprim,
fosfomicina, tetraciclina e ceftriaxona e resisténcia intermediaria a perfloxacina
e cefotaxima, foi identificado no isolado 10H.

Os modelos de resisténcia de P. aeruginosa, isoladas de agua de
umidificador e de respirador, ndo diferem muito do modelo da linhagem-tipo,
ATCC 10145. O mesmo pode ser dito dos isolados de espécimes clinicos
(Quadro 6).

A. baumannii € um patégeno oportunista, de importancia hospitalar, que

esta associado a infecgdes do trato urinario, do trato respiratério superior, da
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pele e do pulmdo e a bacteremia (KOLJALG et al., 1999). Foi encontrado em
espécimes clinicos e no aparelho de pressdo (Quadros 3 e 5). Os modelos de
resisténcia desses isolados (Quadro 7) mostram sua natureza multirresistente.
O modelo de resisténcia do isolado, obtido de aparelho de pressao (16A), é o
mesmo do isolado clinico 31P (Quadro 7). Em todos os casos, o modelo de
resisténcia difere do da linhagem-tipo, ATCC 19606, que é resistente a apenas
3 dos 13 antimicrobianos testados.

O modelo de resisténcia do S. aureus ATCC 12600, linhagem-tipo desta
espécie, mostra apenas padrao intermediario de resisténcia/sensibilidade aos
antibiéticos amicacina e eritromicina (Quadro 9). E sensivel a todos os outros
antibidticos considerados relevantes para esta espécie, como referido no
manual NCCLS, 2001.

Em contraste, o modelo de resisténcia do isolado de pele 24PP (Quadro
8) foi resistente a 11, dos 15 antibidticos testados, € sensivel a amicacina,
fosfomicina, tetraciclina e vancomicina.

Todos os isolados identificados como S. aureus foram sensiveis a
fosfomicina e todos, a penicilina. Apenas 1 isolado, S. aureus 5A, foi resistente
a apenas 1 antimicrobiano, penicilina; e todos os outros apresentaram modelos
de multirresisténcia. Segundo NCCLS, 2001, resisténcia a oxacilina, em S.
aureus, estende-se a todos os outros [3-lactdmicos. Nesse caso, isso nao foi
observado, uma vez que os isolados 14A e 15A foram resistentes a oxacilina e
sensiveis a cefalotina, cefalosporina de primeira geragédo, o que pode indicar
mecanismo de resisténcia a oxacilina ndo-convencional, presente nos referidos
isolados.

4.3. Resisténcia de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
Staphylococcus aureus, isoladas de ambientes e pacientes
hospitalares, ao Digluconato de Cl orhexidina e ao Polivinilpirrolidona-
iodo

Os Quadros 9, 10 e 11 mostram os valores da concentracao inibitéria
minima (MIC), obtidos pelo efeito de diversas concentragdes dos anti-sépticos
sobre o crescimento das bactérias isoladas de ambientes e pacientes

hospitalares (Figuras 1 e 2).
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Quadro 9 — Concentracédo inibitéria minima de digluconato de clorhexidina e
polivinilpirrolidona-iodo de Pseudomonas aeruginosa, isolada da
agua, de espécimes clinicos e de pele de pacientes

MIC (mg/L)
ISOLADOS CHG VN
3H 8 500
4H 5 500
5H 5 600
6H 5 600
10H 5 500
11H 8 600
12H 8 600
20P 8 600
30P 14 600
39P 2 600
1PP 5 550
4PP 11 600
5PP 14 600
8PP 8 600
13PP 11 550
14PP 11 600
22PP 14 600
ATCC10145 5 450

H: isolado da agua; P: isolado de espécimes clinicos; PP: isolado de pele de
paciente; MIC: Concentragdo inibitéria minima; CHG: digluconato de
clorhexidina; PVP-I: polivinilpirrolidona-iodo.

Quadro 10 — Concentragao inibitéria minima de digluconato de clorhexidina e
polivinilpirrolidona-iodo de Acinetobacter baumannii, isolado de
ambiente e de espécimes clinicos

MIC (mg/L)
ISOLADOS CHG 5P
16A 2 300
31P 5 550
34P 5 450
ATCC19606 2 150

A: isolado de ambiente; P: isolado de espécimes clinicos; MIC: Concentracao
inibitéria minima CHG: digluconato de clorhexidina; PVP-I: polivinilpirrolidona-
iodo.
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Quadro 11 — Concentragao inibitéria minima de digluconato de clorhexidina e
polivinilpirrolidona-iodo de Staphylococcus aureus, isolado de
ambiente e de pele de paciente

MIC (mg/L)

ISOLADOS CHG VN
1A 5 300
3A 0,3 500
5A 5 450
6A 0,5 450
14A 1,1 500
15A 0,6 450
21A 1,2 300
24PP 0,7 500
ATCC12600 1,9 450

A: Isolado de ambiente; PP: Isolado de pele de paciente; MIC: Concentracao
inibitéria minima; CHG: Digluconato de clorhexidina; PVP-I: Polivinilpirrolidona-
iodo.
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Figura 1 — Efeito de concentragdes (mg/L) de polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I)
sobre o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, isolada de pele
de paciente.
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Figura 2 — Efeito de concentragbes (mg/L) de digluconato de clorhexidina
(CHG) sobre o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, isolada de
pele de paciente.

Os valores encontrados para clorhexidina variaram de 2 a 14mg/L, para
bactérias Gram-negativas, e de 0,3 a 5mg/L, para S. aureus. A maior
suscetibilidade observada em S. aureus, comparada com as bactérias Gram-
negativas, era esperada.

Em geral, bactérias Gram-positivas sdo consideradas mais sensiveis a
biocidas do que bactérias Gram-negativas, devido a diferenca na
permeabilidade dessas bactérias ao biocida (McDONNELL e RUSSELL, 1999).

BLOCK e FURMAN (2002), ao determinarem MICs de clorhexidina em
bactérias isoladas de espécimes clinicos, obtiveram valores de 0,5 a 64mg/L,
para S. aureus, e de 16 a 128mg/L, para P. aeruginosa e A. baumannii.
KOLJALG e colaboradores (2002) também determinaram MICs de clorhexidina
dessas bactérias, isoladas de espécimes clinicos, e observaram valores de
32mg/L para A. baumannii, 16mg/L para P. aeruginosa e 1mg/L para S. aureus.
Esses resultados mostram que houve grande variagdo e também que a
resisténcia ao biocida clorhexidina, nos isolados aqui estudados, nao é

comparavel aos niveis mais altos de resisténcia relatados na literatura, exceto
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no que se refere aos isolados 1A e 5A de S. aureus (Quadro 11). Por serem
isolados principalmente multirresistentes a antibidticos, esta observacdo é
relevante, por indicar que possivelmente ndo ha correlagdo entre mecanismos
de resisténcia aos antibioticos e mecanismos de resisténcia a esse biocida.

No caso de clorhexidina, houve diferenga de resisténcia entre isolados
de diferentes origens, principalmente entre os identificados como P.
aeruginosa.

Na literatura, ha escassez de dados quantitativos sobre resisténcia de
bactérias a PVP-l. Os dados aqui obtidos mostram MICs de 500 a 600mg/L
para P. aeruginosa. A linhagem-tipo apresenta 450mg/L, valor ndo muito
abaixo dos isolados testados (Quadro 9). O mesmo se observa em S. aureus
(Quadro 11), cuja variagdo de MIC de PVP-I ficou entre 300 e 500mg/L e
450mg/L para a linhagem ATCC 12600.

Em A. baumannii (Quadro 10), houve variagdao de 300 a 500mg/L, em
valores de MIC de PVP-I. A linhagem de referéncia apresentou MIC igual a
150mg/L, o que indica uma resisténcia pelo menos duas vezes maior nos
isolados testados.

O biocida mais usado no hospital em questao foi o PVP-I, apenas para
pele de pacientes e do pessoal. Ndo houve correlagdo sensivel entre o uso de
PVP-l e o aparecimento de isolados mais resistentes a este biocida em pele de
pacientes. E necessario ressaltar que a selegdo de resistentes ocorreu ao

longo do tempo, e os pacientes tinham transitoriedade no hospital.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram isoladas de ambiente,
de espécimes clinicos e de pele de pacientes do Centro de Terapia Intensiva
de um hospital. Das bactérias identificadas, foram selecionadas Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Staphylococcus aureus, para
determinar os modelos de resisténcia aos antimicrobianos usados como
quimioterapicos em medicina humana, e os seus perfis de resisténcia aos
biocidas digluconato de clorhexidina e polivinilpirrolidona —iodo, usados
principalmente como anti-sépticos. A escolha se deu em razdo de essas
bactérias estarem relacionadas com episddios de infeccdo hospitalar e por
serem comuns na maioria dos hospitais.

Os modelos de resisténcia a antimicrobianos foram determinados pelo
método de difusdo de disco Kirby-Bauer (BAUER et al., 1965).

A resisténcia a biocidas foi caracterizada pela determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima, utilizando-se a metodologia padronizada no
Laboratorio de Microbiologia Industrial (MOREIRA, 2002).

Os isolados de P. aeruginosa, provenientes da pele de pacientes,
apresentaram-se diferentes quanto a resisténcia a antimicrobianos. Apenas 2
isolados, 14PP e 22PP, foram idénticos e resistentes a todos os
antimicrobianos testados. Esses isolados apresentaram mais resisténcia que
os isolados de P. aeruginosa de agua de equipamentos e dos espécimes

clinicos. Comparados a linhagem-tipo, apresentaram-se mais multirresistentes.
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O modelo de resisténcia dos isolados de espécimes clinicos € unico, incluindo
resisténcia a cloranfenicol, sulfametoxazol/trimetoprim, fosfomicina, tetraciclina
e ceftriaxona, o que indica sua natureza clonal. O modelo em questédo foi
também identificado no isolado 10H, da agua.

Os modelos de resisténcia dos isolados de A. baumannii, do ambiente e
de espécimes clinicos, mostram sua natureza extremamente multirresistente.
Nota-se que o isolado obtido do aparelho de pressdao, 16A, tem o mesmo
modelo do 31P, do isolado clinico. Os isolados de A. baumannii também
apresentaram maior multirresisténcia quando comparados a linhagem-tipo, e,
em todos os casos, o modelo de resisténcia diferiu do da linhagem-tipo.

Com excecao de 1 isolado de S. aureus, todos os outros apresentaram
modelos de multirresisténcia quando comparados a linhagem-tipo. Resisténcia
a oxacilina foi verificada em 7 isolados de S. aureus, mas o mesmo néo foi
observado nos demais R-lactamicos, uma vez que dois isolados apresentaram
resisténcia a oxacilina e sensibilidade a cefalotina (cefalosporina de primeira
geragao).

Os dados obtidos de MIC dos anti-sépticos indicam que ndo ha
correlagdo evidente entre resisténcia aos antimicrobianos e resisténcia aos
anti-sépticos.

Os valores de MIC de clorhexidina foram menores em S. aureus do que
em P. aeruginosa e A. baumannii. Os MICs de PVP-lI tiveram maior
semelhanga, em sensibilidade, entre S. aureus e A. baumannii, quando
comparados a P. aeruginosa.

Comparado a linhagem-tipo, A. baumannii apresentou MIC de PVP-|
pelo menos duas vezes maior. Ao contrario, S. aureus e P. aeruginosa
apresentaram MICs de PVP-I ndo muito acima dos das respectivas linhagens-

tipo.
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