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RESUMO

O HUOP é um centro de referéncia na microrregiao no tratamento da COVID-19, por ter ampla
estrutura de leitos de UTI. Pacientes COVID-19 apresentam maior ocorréncia de infecgdes
hospitalares e as bactérias multirresistentes a drogas (BRMD) geram maior preocupacao, pois
as opcOes de tratamento para infec¢Bes s@o reduzidas. O objetivo desse estudo foi determinar a
prevaléncia de Bactérias Multirresistentes a Drogas (BMRD) na UTI COVID-19 do HUOP,
através de coletas de superficies de equipamentos e areas comuns com swabs estéreis
inoculados em caldo de enriquecimento e semeados em meios de culturas especificos acrescidos
com antibioticos. Foi detectado a presenca de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) em dois dos quatorze pontos de coleta (14,28%). Os pontos de detec¢do das BMRD
foram o aparelho de Ultrassonografia e o de Raio X. Reconhecer areas de contaminacéo é o
primeiro passo para tomar medidas preventivas contra contaminac@es, e com isso diminuir o
tempo de internagdo dos pacientes, e consequentemente aumentar a sobrevida dos pacientes,
menor uso de medicacOes e consequentemente menores 0s custos sdo gerados a instituicéo.
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ABSTRACT

HUORP is a reference center in the microregion for the treatment of COVID-19, as it has a wide
structure of ICU beds. COVID-19 patients have a higher occurrence of nosocomial infections
and multidrug-resistant bacteria (BRMD) are of greater concern, as treatment options for
infections are reduced. The aim of this study was to determine the prevalence of Multidrug-
Resistant Bacteria (BMRD) in the COVID-19 ICU of HUOP, through collections of equipment
surfaces and common areas with sterile swabs inoculated in enrichment broth and seeded in
specific culture media added with antibiotics. The presence of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) was detected in two of the fourteen collection points (14.28%).
The BMRD detection points were the Ultrasound and X-Ray devices. Recognizing areas of
contamination is the first step to take preventive measures against contamination, and with this,
reduce the length of stay of patients, and consequently increase patient survival, less use of
medications and, consequently, lower costs are generated by the institution.

Keywords: multidrug-resistant, COVID-19, infections.

INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Saude, infec¢fes hospitalares sdo aquelas adquiridas apés a
entrada do paciente em um hospital e que se manifestem durante a internacdo ou apos a alta
(PIEKARSKI, 2010). O ambiente hospitalar pode contribuir para disseminacdo de
microrganismos por diversos fatores, entre eles: por possuir uma grande rotatividade de
pacientes e profissionais; por estar constantemente ocupado por pacientes colonizados e/ou
infectados; pelo fato da grande maioria destes estarem imunodeprimidos; ou por virem de
outros centros de atendimento. (AEN-PR, 2021)

A presenca de bactérias é comum em superficies inanimadas de uso coletivo e
equipamentos, expondo principalmente pacientes de UTI, ao risco de adquirir infecgdes
hospitalares. Essas infecces podem causar um agravamento maior no quadro clinico, e
consequentemente na permanéncia hospitalar prolongada, e o uso indiscriminado de
antibidticos gera surgimento de bactérias multirresistentes a drogas. (CCIH Revista, 2020)As
Bactérias Multirresistentes a Drogas (BMRD) surgem pelo fato de que 0s microrganismos séo
capazes de produzir enzimas que combatam os efeitos especificos dos antibioticos, tornando-
os ineficazes para o tratamento. Atualmente, BMRD s&o cada vez mais isolados em pacientes
hospitalizados, podendo haver apenas uma colonizagdo ou causando infec¢des. As infecgOes
relacionadas a assisténcia a salde geralmente sdo causadas por diversos microrganismos

resistentes aos antimicrobianos, tais como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,;



Enterococcus spp., resistentes a vancomicina; Enterobacteriaceae resistentes as cefalosporinas,
Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos e Acinetobacter baumannii resistentes
aos carbapenémicos. (ANVISA, 2021).

Pesquisadores Chineses analisaram infecBes bacterianas nas vias respiratorias de
pacientes hospitalizados acometidos pela COVID-19 e observaram que o indice de infec¢des
bacterianas € significamente alto em pacientes que apresentam o agravamento da doenca.
(NEWS MEDICAL, 2020). Alguns fatores podem estar associados a isto, como um maior
periodo de internagdo, uso de dispositivos invasivos e também o uso de corticoides no
tratamento. Alguns estudos apontam também, que a infeccdo por COVID-19 pode causar
linfopenia, deixando os pacientes mais suscetiveis a outros agentes infecciosos. (PED MED,
2021)

Um estudo caso-controle realizado em um centro Unico, avaliou 140 pacientes em estado
grave na UTI, a origem e as caracteristicas de infec¢des adquiridas durante o internamento na
UTI em pacientes com COVID-19 no periodo de marco e maio de 2020. O estudo teve como
critérios de avaliacdo dados epidemioldgicos, clinicos, microbiologicos e as infecgdes
adquiridas. O estudo apontou que 57 pacientes internados foram acometidos por infeccdes
bacterianas ou fungicas. Em 60% dos casos a infeccéo evoluiu para choque septico, tornando a
infeccdo significativamente associada a taxa de mortalidade de 36% desta UTI e maior tempo
de internacdo. (BARDI et al., 2021)

MATERIAIS E METODOS

LOCAL DO ESTUDO

Esta pesquisa teve carater qualitativo, realizada na UTI COVID-19 do HUOP, Cascavel,
PR, apos a autorizacdo do enfermeiro chefe da Ala COVID 19 e liberacdo da comissao de
controle de infeccdo do hospital — CCIH. A coleta de amostras se deu através de swabs estéreis
em quatorze pontos de areas comuns e equipamentos de uso coletivo da UTI COVID-19 do
HUOP. Os testes e leitura dos resultados foram realizados no laboratério de bacteriologia do

Laboratorio de ensino, pesquisa e extensdo (LACEPE) do HUOP.

COLETA DE AMOSTRA
Para a coleta, utilizou-se a paramentacéo necessaria para manter a seguranga e evitar a

contaminacdo dos pesquisadores, principalmente do virus SARS-Cov-2. As coletas foram



realizadas com swabs estéreis, umedecidos em solucéo salina estéril. Para cada ponto de coleta,
utilizou-se um swab, girando-o e friccionando-o por toda superficie delimitada pelo molde, em
seguida, inoculou-se em um tubo de rosca contendo Caldo BHI (Brain Infusion Heart) esteril,
tomando-se todos os cuidados, para evitar qualquer tipo de contaminagdo ou quaisquer
interferéncias no resultado. Ap6s o término, os tubos contendo as amostras foram
acondicionados em caixa isotérmica e levados imediatamente ao Laboratorio de bacteriologia
do LACEPE, onde ficaram incubados em estufa bacterioldgica a 35-37°C por 24 horas. Como
controle negativo sera utilizado um tubo com caldo BHI, introduzindo-se um swab estéril no
caldo. Esse tubo também sera incubado nas mesmas condicdes para garantia dos
procedimentos.

Apds 24 horas de incubacéo, os tubos que apresentaram turvacgao no caldo BHI, foram
semeados em meios especificos para deteccdo de microrganismos resistentes e em um tubo de
rosca contendo caldo TSB com o antibiotico carbapenémico denominado meropenem. Todos
0s meios utilizados na pesquisa passaram por testes de controle de qualidade positivo, negativo
e de esterilidade.

Sédo relatadas neste estudo apenas as bactérias que forem caracterizadas com multipla
resisténcia a drogas, tais como, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina (VRSA), Enterococcus spp. resistente a
vancomicina (VRE), Enterobactérias com betalactamases de espectro estendido (ESBL) e
Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenens (KPC), Complexo Acinetobacter baumannii e

Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

ANALISE

Deteccdo de MRSA

Para deteccdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e de
Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA), foi utilizado o meio de Agar manitol
salgado, acrescido com 6 pg/mL de cefoxitina e de Agar manitol salgado com 6ug/mL de
vancomicina, respectivamente. A degradacdo do manitol pelo Staphylococcus aureus produz
acido mudando a cor do meio de rosado a amarelo, bem como, a alta concentracdo de NaCl
presente no meio permite a inibigédo de crescimento de bastonetes Gram negativos. A cefoxitina,
segundo o CLSI (2010), deve ser utilizada como marcador da resisténcia para meticilina, porque
em disco difusdo ela apresenta maior sensibilidade que a oxacilina. As colonias que

apresentaram a degradacao do manitol foram submetidas a teste da DNase com HCL 1N, com



a finalidade de identificar a enzima desoxiribonuclease. Em uma placa com Agar DNASE
semeou-se a coldnia investigada de forma densa em uma pequena parte do meio, incubacéo a
35+2°C por 18 - 24 horas, ap6s isto no momento da leitura adicionou-se 0 HCI 1N de maneira
que cobriu as colbnias, aguardou-se 30 segundos. As colbnias que apresentaram a formacao de

halo transparente identificou-se Staphylococcus aureus.

Deteccédo de VRE
Para deteccdo de Enterococcus spp resistente a vancomicina (VRE) foi utilizado o meio
de Enterococcosel acrescido de 6pg/mL de vancomicina e 5% de azida sodica. Ap0s isso as

placas foram incubadas em estufa bacterioldgica (35+2°C/18 a 24h).

Deteccdo de ESBL

Para a pesquisa da producdo da enzima beta-lactamase de espectro estendido, as
coldnias crescidas em Agar MacConkay suspeitas foram diluidas até escala 0,5 de McFarland
e espalhadas, com auxilio de um swab, em placas contendo agar Mueller-Hinton, colocados
discos de antimicrobianos sendo ao centro amoxicilina com acido clavulanico 30ug e ao redor

discos de aztreonam 30pg; ceftazidima 30ug e cefotaxima 30pug.

Deteccéo de KPC

Para a pesquisa da producdo de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase
(KPC) as amostras foram inoculadas em tubos contendo 5 ml de TSB e, adicionado ao caldo,
disco de meropenem (10ug) e incubados em estufa bacterioldgica (35+2°C/18h). Apds o
periodo de incubacdo, foi feito o plagueamento das amostras em agar MacConkey e na

superficie do agar adicionaram-se discos de meropenem e ertapenem (10mg).

Deteccao de Complexo Acinetobacter baumannii multirresistente

Para a pesquisa de resisténcia aos carbapenémicos pelo Complexo Acinetobacter
baumannii foram analisadas aquelas amostras que, apo6s terem sido inoculadas em tubos
contendo 5 ml de TSB com disco de meropenem (10ug) e semeadas em agar MacConkey, se
apresentassem crescimento de coldnias sem fermentacdo da lactose proximas aos discos de

carbapenémicos.



Deteccdo de Complexo Pseudomonas aeruginosa multirresistente

Para a pesquisa de resisténcia aos carbapenémicos por Pseudomonas aeruginosa foram
analisadas aquelas amostras que, apos terem sido inoculadas em tubos contendo 5 ml de TSB
com disco de meropenem (10ug) e semeadas em dgar MacConkey, apresentassem crescimento

de coldnias sem fermentacao da lactose proximas aos discos de carbapenémicos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Das quatorze amostras coletadas em diferentes locais (P01-P08), houve crescimento
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em dois, conforme ilustrado na Tabela
1.

As amostras que apresentaram crescimento em meio Enterococcosel Agar acrescido
com vancomicina. Com a suspeita de VRE, as colnias foram submetidas a coloracdo de
GRAM e leitura no microscopio para analise de morfologia dos microrganismos. Observou-se
que nenhuma das coldnias apresentou morfologia de cocos Gram-positivos, reportando que as

amostras desses locais seriam negativas para Enterococcus spp. resistente a vancomicina.

Tabela 1 — Tabela de resultados e seus respectivos pontos de coleta em superficies da UTI COVID-19 do Hospital
Universitario do Oeste do Parana
PONTOS VRE | MRSA/VRSA | ESBL | Acinetobacter | Pseudomonas KPC

baumanni aeruginosa

P01 - Bancada de diluicdo

de medicamentos NEG NEG NEG NEG NEG NEG
P02 — teclados de NEG NEG NEG NEG NEG NEG
computadores

P03 — Bancada e mesa

auxiliar do posto de NEG NEG NEG NEG NEG NEG
enfermagem

P04 — Carrinho de NEG NEG NEG NEG NEG NEG
emergéncia

P05 — Aparelho de NEG POS NEG NEG NEG NEG
ultrassonografia

P06 — Porta da farmécia NEG NEG NEG NEG NEG NEG
PO7 - Eletrocardiograma NEG NEG NEG NEG NEG NEG

P08 — Raio X NEG POS NEG NEG NEG NEG




P09 — Desfibrilador NEG NEG NEG NEG NEG NEG

P10 — Caixa de equipo NEG NEG NEG NEG NEG NEG
para intubagéo

P11 — Mesas préximas as | NEG NEG NEG NEG NEG NEG
entradas dos quartos

P12 - Mesas proximasas | NEG NEG NEG NEG NEG NEG
entradas dos quartos

P13 — Armario de NEG NEG NEG NEG NEG NEG

materiais para coleta de
exames
P14 — Pranchetas de NEG NEG NEG NEG NEG NEG

prescri¢des
POS: Positivo
NEG: Negativo

Nos pontos P13, P10, P08, P09, P11 e P12 as amostras apresentaram crescimentos de
coldnias em agar MacConkey. Das colbnias suspeitas, foram realizados testes de deteccdo de
ESBL, em éagar Mueller-Hinton com discos de amoxicilina com acido clavulanico 30 ug,
aztreonam 30 ug, ceftazidima 30 pug e cefotaxima 30 pg. Todas as amostras apresentaram-se
negativas para ESBL.

Placas com o meio Agar Manitol salgada acrescido com vancomicina ndo se observou
nenhuma amostra com crescimento de colbnias (negativas VRSA). Todas as amostras
inoculadas e incubadas por 24 horas em TSB de 5 ml com disco de meropem (10ug) e
posteriormente semeadas em MacConkey com discos de discos de meropenem e ertapenem
(10ug), ndo apresentaram crescimento de colnias. Testando negativo para 0s microrganismos
Pseudomonas aeruginosa multirresistente e Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase.

A Pseudomonas sp possui atracéo por locais umidos. Relatos de estudos demostram que
a umidade é um fator para a manutencdo desses microrganismos, pois pode ser carreada pela
agua de modo a colonizar torneiras e tubulac¢ées, formando biofilme (REZENDE et al 2011).

Este fator pode estar relacionado com o resultado negativo desta pesquisa, pois as
coletas realizadas neste estudo foram apenas em locais secos. Porém, vale ressaltar que segundo
Baldini (2005) este microrganismo consegue crescer mesmo em ambientes desfavoraveis em
comparagdo aos outros, porque possui uma resisténcia intrinseca, 0 mesmo pode apresentar
resisténcia a diversos antimicrobianos. Assim considerado uma preocupacdo em ambientes

hospitalares.



As placas de Agar Manitol saldado acrescido com Cefoxitina que apresentaram
crescimento de coldnias foram classificadas como negativas as col6nias que ndo degradaram
manitol. As amostras P10, P08 e P05 apresentaram col6nias com a degradacdo do manitol,
alterando a cor do meio de rosado para amarelo, destas coldnias foi realizado o teste DNASE.
As amostras P08 e P05 deram DNASE positiva, concluido assim amostra positiva para MRSA.

Um estudo realizado por Ferreira e colaboradores (2011), no qual foram coletadas
amostras microbiologicas de cinco superficies de cada dez unidades de pacientes, totalizando
63 amostras em uma Unidade de Terapia Intensiva Geral. Os resultados desta pesquisa
mostraram que das 48 amostras positivas para Staphylococcus aureus, 29 (60,4%) foram
resistentes a meticilina. O local de coleta desta pesquisa é equivalente ao deste presente trabalho
e 0s resultados obtidos também se apresentaram parecidos, confirmando a colonizacdo de
microrganismos MRSA em superficies de UTIs.

O Staphylococcus aureus representa um alto indice de mortalidade, devido a sua grande
prevaléncia em UTIs e por sua susceptibilidade ao desenvolvimento de infecgdes. Tem sido um
problema terapéutico devido suas resisténcias, seus indices de resisténcia em areas hospitalares
sdo de 40 a 80%. Tendo como base esses resultados, ressalta-se a importancia da vigilancia

microbioldgica. (Sousa et al 2016).

CONCLUSAO

Foram encontrados a presenca de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, em
dois equipamentos de uso coletivo dos pacientes, caracterizando uma possivel fonte de
contaminagdo. Dessa forma, sugerimos, a criagdo de um sistema de vigilancia din&mico,
alimentado pelas comissdes de controle de infeccdo hospitalar e que possa identificar a
ocorréncia de BMRD, possibilitando a antecipa¢do de medidas preventivas com o intuito de
interromper ou minimizar a introducdo de novos agentes em unidades criticas, como a ala
COVID-19. Tal medida pode ser custo-efetiva na prevencdo e combate a infecgdes por bactérias

multirresistentes.
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