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RESUMO

Métodos moleculares complementam as analises microbiolégicas e
bioquimicas tradicionais de forma mais precisa na identificagdo dos agentes
bacterianos causadores de infecgado em nivel hospitalar. Neste estudo, avaliamos a
variabilidade genética de bactérias isoladas no Hospital Regional Hans Dieter
Schmidt no municipio de Joinville, Santa Catarina. Sessenta amostras foram obtidas
de diferentes isolados clinicos (sangue, urina, secreg¢des de feridas cirurgicas) de
pacientes acometidos por infeccbes hospitalares ou comunitarias. As amostras
bacterianas e submetidas a identificacdo por técnicas tradicionais de microbiologia e
caracterizadas molecularmente pela técnica da PCR-RFLP. Amostras bacterianas
cultivadas por 18 horas em meio LB foram diluidas a 1:100 ou DNA purificado foram
submetidas a amplificagdo via PCR utilizando iniciadores para a regido 16S do
DNAr. A variabilidade genética das amostras foi determinada pela clivagem com
diferentes endonucleases de restricdo e a visualizagao dos produtos feita através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado pela prata. O tamanho do produto
amplificado do gene 16S de DNAr foi idéntico para as diferentes amostras
estudadas. Das 10 endonucleases testadas, 5 foram capazes de clivar o fragmento
amplificado de 977 pb. Os perfis de restricdo mostraram 2 grupos para
Pseudomonas aeruginosa, 3 para Staphylococcus aureus, 3 para Enterobacter sp, 2
para Klebsiella sp, 2 para Proteus mirabillis e 3 para Escherichia coli. As enzimas
de restricdo Avall e Haelll geraram perfis mais complexos e permitiram distinguir as
espécies por meio do polimorfismo encontrado. A amplificagdo do fragmento de 977
pb do gene do DNAr a partir de amostras de cultura mostrou-se um método simples
e reprodutivel e PCR-RFLP apresentou-se como uma técnica adequada para avaliar
a variabilidade genética das espécies estudadas. Estes resultados poderao auxiliar
no planejamento das atividades de controle das infec¢gdes hospitalares, assim como

nos estudos de epidemiologia.

Palavras-chave: infecgao hospitalar, 16S DNAr, PCR-RFLP, variabilidade genética,
bactéria.



ABSTRACT

Molecular methods complement traditional microbiological and biochemical
analysis in a more precise manner, in the identification of bacterial agents, which
cause infections at the hospital level. In this study, we evaluated genetic variability of
bacteria isolated at Hospital Regional Hans Dieter Schmidt, municipality of Joinville,
Santa Catarina State. Sixty samples were isolated from different clinical samples
(blood, urine, and surgical wound secretions) from patients with hospital or
communitary infection. Specific identification of the bacterial samples was done by
traditional microbiological techniques and molecular characterization was made by
PCR-RFLP method. Bacterial isolates were cultivated in LB medium for 18 hours and
the amplification of the DNAr fragment was performed using primers directed to the
16S DNAr region. DNA amplification using both purified DNA or diluted bacterial
culture showed a 977 pb DNA fragment. Genetic variability of the bacterial samples
was assessed by digestion with different restriction enzymes and the restriction
profile was submitted to electrophoresis in 8% polyacrilamid gels silver stained. All
bacterial samples studied presented a 977pb DNAr fragment. Five out of 10
restriction enzymes tested were able to cleave the 977 pb amplified fragment. Each
bacteria species could be grouped in different groups according to the restriction:
Pseudomonas aeruginosa 2 groups, Staphylococcus aureus 3 groups, Enterobacter
sp. 3 groups, Klebsiella sp. 2 groups, Proteus mirabillis, 2 groups and Escherichia
coli 3 groups. The enzymes Avall and Haelll presented the more complex profiles
and allowed to distinguishing the species based on the polymorphism found.
Amplification of the 977 pb of 16S DNAr gene directly from culture samples proved to
be a simple and reproducible method and PCR-RFLP was an easy technique to
evaluate the genetic variability of the bacterial species. These results can aid in
planning activities for controlling hospital infections as well as for epidemiological

studies.

Keywords: hospital infection, 16S DNAr, PCR-RFLP - genetic variability, bacteria.
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1 - INTRODUGAO

A crescente preocupagao relacionada as infecgdes hospitalares e a
necessidade de identificagdo dos agentes bacterianos causadores de doencas
mostram que a associacdo de métodos microbiologicos tradicionais e moleculares
quer para a identificacdo desses microorganismos, quer na determinacdo do grau
de susceptibilidade e/ou resisténcia dos mesmos as drogas antibacterianas
disponiveis, sao elementos de grande importancia para os estudos epidemiolégicos

das doencas infecciosas em ambiente hospitalar.

1.1. — Histoérico

O histdrico das infecgbes hospitalares € tdo antigo quanto a histéria dos
hospitais, sendo que os seus primeiros relatos datam do ano de 325. Durante
séculos, os pacientes foram tratados sem cuidados, como o compartiihamento de
leitos entre dois pacientes, sem a preocupacao de serem separados por patologias.
Essas situagdes determinavam altos indices de disseminacdo de doengas
infecciosas intra-hospitalares como cdlera e febre tiféide. No inicio do século XIX, na
Inglaterra, algumas medidas tais como o isolamento de pacientes por patologia ja
puderam comprovar a diminuicdo das doencas infecciosas nosocomiais

(FERNANDES, 2000).

Na Austria, o médico de origem hingara, Ignaz Philipp Semmelweis, em
1841, com a introdugdo da pratica de lavagem das maos, e Oliver Holmes, na
Inglaterra, em 1843, salientaram que cuidados para evitar doengas veiculadas pelas

maos reduziram a mortalidade por processos infecciosos nos hospitais. Dessa
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forma, demonstraram, de maneira definitiva, a hipotese de transmissao de doencgas

em ambiente hospitalar.

No século XX, os estudos consolidaram-se definitivamente. No Brasil, as
primeiras medidas oficiais de controle da infeccdo hospitalar datam de 1993 e,
atualmente, a matéria é regida pela portaria do Ministério da Saude n° 2626, de 12

de maio de 1998 (Anexo 1), (COUTO & PEDROSA, 1999).

No Brasil, sdo poucos os estudos publicados sobre as infeccdes hospitalares,
sendo dificil a obtencdo de dados definitivos nesta area. Porém, hoje esse
panorama tem melhorado (ALMEIDA & PEDROSO, 1999; LACERDA, 2002;

TURRINI & SANTO, 2002).

Sendo as infecgdes hospitalares um grave problema de saude publica no
pais, a inobservancia de principios basicos do controle das infeccbes hospitalares
pode ter consequéncias drasticas (BRASIL, 2001). A grande maioria das infecgdes
hospitalares € causada por um desequilibrio da relagao existente entre a microbiota

humana normal e os mecanismos de defesa do hospedeiro (FERNANDES, 2000).

A infeccao hospitalar pode ocorrer devido a varios fatores, como a propria
patologia de base do paciente, procedimentos invasivos e alteragdo da populagao
microbiana, geralmente induzida pelo uso de antibiéticos (ELLENBERG, 2004). Por
serem doencas transmissiveis, as infeccbes hospitalares apresentam uma cadeia
epidemioldgica que pode ser definida a partir de seus seis elos, a saber: agente
infectante, reservatorios ou fontes, vias de eliminagao, transmissao, penetracéo e

hospedeiro susceptivel (CASTRO & RIBEIRO, 1999).

Sabidamente, qualquer infecgcdo pode ser contraida no ambiente hospitalar,

mas os germes que predominam nas infec¢gdes nosocomiais raramente causam



13

infeccoes em outras situacbes (FERNANDES, 2000). Esses microorganismos
exibem baixa viruléncia, mas em decorréncia do seu inodculo e da queda de
resisténcia imunoldgica do hospedeiro, o processo infeccioso se desenvolve.
Geralmente estes agentes fazem parte da microbiota humana normal. As bactérias
predominam na notificacdo das infecgdes hospitalares, principalmente as aerdbicas.
Por outro lado, os virus e os fungos tém uma participacdo importante, porém sao
pouco isolados, sendo, dessa forma, subnotificados (FRIDKIN & JARVIS,1996;

BRASIL, 2001).

O Centro de Controle de Doengas dos Estados Unidos da América (CDC-
EUA) define como infecgdo hospitalar aquela doenga que nao estiver presente no
momento da internacdo e ainda aquelas que nao estiverem em periodo de
incubacdo na data da admissdo no hospital. O diagndstico da presenca e
localizagdo da infecgdo hospitalar € dado pelo conjunto de dados clinicos e
laboratoriais. No Brasil, a portaria ministerial que regulamenta as comissbes de

controle de infecgao hospitalar incorpora esse conceito (BRASIL, 1998).

Por outro lado, as doencas infecciosas causadas por bactérias que nao se
enquadram no conceito acima sdo chamadas de infecgdes comunitarias, que, como
nas infeccoes hospitalares, ocorrem todos 0s processos necessarios para se
desenvolver um quadro infeccioso, como a adesividade do patégeno, quantidade de
in6culo, viruléncia do agente etiolégico, resposta do hospedeiro e seu grau de
imunocompeténcia e especialmente a crescente resisténcia das bactérias aos
agentes antibidticos também nas infecgdes em nivel comunitario. As doengas
infecciosas bacterianas comunitarias também acometem os diversos 6rgéos e

sistemas do corpo humano, manifestando-se como infecgdes urinarias,
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respiratorias, intestinais, pele e tecidos (SADER, 2001; HEINZELMANN, M. et al,

2002)

1.2. — Os principais tipos de infeccoes hospitalares

A maioria das infeccbes hospitalares manifesta-se como complicagdes
naturais de pacientes gravemente enfermos, decorrente de um desequilibrio entre
sua microbiota normal e seus mecanismos de defesa. Esse desequilibrio é
provocado por determinadas doencas responsaveis pela hospitalizacdo e
procedimentos invasivos ou terapéuticas imunossupressivas a que o doente, correta
ou incorretamente, foi submetido. A unidade de tratamento intensivo, em fungao de
sua alta complexidade, habitualmente apresenta elevadas taxas de infecgao
hospitalar. Em uma unidade pediatrica avaliada, a taxa de infeccdo hospitalar
chegou a 27,3%, tendo como causas mais comuns as infecgdes urinarias, 56,5%,

respiratorias, 34,8%, e por dispositivos intravasculares, 10,5% (DEEP, 2004).

As infecgcdes hospitalares resultam de interacbes complexas entre o
microrganismo e o hospedeiro e de multiplos fatores causais que interagem
diferentemente predispondo infecgdes de diversos tipos. Consequentemente,
algumas infecgbes hospitalares sao evitaveis, enquanto outras ndo (MOLLITT,

2002).

Dentre as principais infecgbes hospitalares endémicas, a infeccdo do trato
urinario (ITU) é a mais comum. A instrumentacdo do sistema urinario representa o
fator de risco mais importante na aquisi¢cdo de ITU, principalmente a sondagem
vesical, associada a cerca de 90% dos casos, ao passo que outros procedimentos
sdo responsaveis por 5 a 10%. Nos pacientes mantidos sob sondagem vesical, com

a urina sendo drenada em reservatérios abertos, o risco de infeccdo pode atingir
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100% apods quatro dias. Naqueles que utilizam sistema de drenagem fechado, em
torno de 50% dos pacientes desenvolvem ITU apés 10 a 14 dias, sendo possivel a
prevencao de 70 a 85% destes episddios em relagao ao sistema aberto (STAMM &

COUTINHO, 1999).

Os fatores de risco associados ao hospedeiro que resultam em maior
incidéncia de infeccado relacionada ao cateter vesical sdo: idade avancada, sexo
feminino, gravidez, puerpério, colonizagdo do meato uretral, urina vesical residual,
doencgas subjacentes graves e uso indiscriminado de antimicrobianos. O agente
predominante das infec¢bes do trato urinario € a Escherichia coli, seguida de outras
enterobactérias como a Pseudomonas aeruginosa e o fungo Candida sp., embora a
prevaléncia destes agentes se modifique em diferentes instituicbes (STAMM &

COUTINHO, 1999; OLIVEIRA et al, 2001; DIAS NETO et al, 2003).

A infeccédo da ferida cirurgica € importante topografia de infecgado hospitalar
em muitas instituicbes. O principal fator predisponente € o potencial de
contaminagdo da cirurgia, além do tempo de duragdo do procedimento e da
condigdo pré-operatoria do paciente (COUTO & PEDROSA, 1999). Estes trés
fatores determinam o indice de risco de infecgdo cirurgica, de acordo com a
metodologia NNIS - National Nosocomial Infections Surveillance. As infecgbes de
sitio cirurgico representam 24% do total de infecgbes hospitalares, sendo o segundo
tipo mais frequente (PITTET & WENZEL, 1994). Nos Estados Unidos da América,

representam mais de 500.000 novos casos por ano (NICHOLS, 1991).

Outros fatores de risco influem na ocorréncia de infec¢gado no sitio cirurgico:
tempo de permanéncia prolongado no periodo pré-operatério, expondo o paciente
as cepas hospitalares; a presenca de infeccdo, concomitante, de drenos e proteses;

o estado nutricional dos tecidos operados e, em especial, a técnica cirurgica
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utilizada. A técnica de preparo da pele do paciente € outro fator relevante, pois a
tricotomia deve ser realizada no maximo até duas horas do inicio da cirurgia,

diminuindo assim o risco de infeccdo (FERNANDES, 2000).

A infecgcado do trato respiratorio € também uma das principais causas de
infeccao hospitalar. Fatores como idade, patologia de base, instrumentacéo do trato
respiratorio, colonizagdo da orofaringe com flora intestinal favorecida pela
neutralizagdo do pH do estdbmago e pelo uso de sondas, endoscopia, equipamentos
de terapia respiratéria e broncoaspiracido predispdoem ao aparecimento dessas
infecgcdes. A pneumonia hospitalar esta associada com a utilizagdo de ventilagao
mecanica, principalmente nas unidades de terapia intensiva, e, de forma geral,
apresenta alta taxa de mortalidade nas infecgdes hospitalares (SADER, MENDES &

GALES, 2001).

As bacteremias primarias sdo muitas vezes causas importantes de infeccdes
hospitalares. O avango tecnoldgico introduziu o uso de terapias cada vez mais
invasivas, contribuindo para maior sobrevida do paciente, dentre elas, destaca-se o
acesso vascular, favorecendo, deste modo o aumento da incidéncia de infecgbes da
corrente sanguinea (COUTO & PEDROSA, 1999). Os fatores de risco associados a
esse tipo de infeccdo sao: idade, alteracdes dos mecanismos de defesa locais ou
sistémicos (perda da integridade da pele, imunodeficiéncia ou imunodepressao),
utilizacdo de insumos contaminados, emulsdes lipidicas, severidade da doenca de
base, dentre outros. As bacteremias primarias sao documentadas por cultura
positiva de sangue, onde nenhum outro sitio de infeccdo foi achado como de

origem, sendo somente estas consideradas hospitalares (FERNANDES, 2000).

No periodo de 1983 a 1985, a Organizagao Mundial de Saude promoveu um

estudo da prevaléncia da infeccdo hospitalar em 14 paises usando um protocolo
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padrdo, o qual foi aplicado por médicos e enfermeiros locais, que ressaltou a
preocupacao com as infecgdes hospitalares. Neste estudo, a média de prevaléncia
de infec¢des hospitalares foi de 8,7%, variando de 3% a 21% (MAYON — WHITE,
1988). Em 1994, uma pesquisa do Ministério da Saude do Brasil constatou uma taxa

de pacientes com infecgao hospitalar de 13,1% (BRASIL, 2001).

1.3. — Doencgas infecciosas bacterianas

As bactérias sdo microorganismos procariotos, disseminados em todos os
ecossistemas e encontram-se associadas a organismos multicelulares. No caso dos
seres humanos higidos, onde habitam normalmente, participam de varias fungoes,
como, por exemplo, na degradagao de conteudo intestinal, facilitando a digestéo e
absorcdo de nutrientes. As bactérias sdo, com frequéncia, causa de doencas
infecciosas nos seres humanos, sendo essas doencgas decorrentes da agao direta
do microrganismo ou através da producdo de toxinas nocivas aos seus hospedeiros

agindo nos mais diferentes 6rgéos e sistemas (STROHL, ROUSE & FISHER, 2004).

O reino Monera compreende o0s organismos procariotos que inclui as
arqueobactérias (bactérias primitivas), as cianobactérias (bactérias
fotossintetizantes) e as eubactérias (bactérias verdadeiras), que compreendem
todas as bactérias de importancia médica (BARBOSA & TORRES, 1999). As
bactérias sdo organismos unicelulares que se dividem por fissdo binaria, ttm como
caracteristicas as seguintes estruturas: material genético, um cromosomo unico e
circular, auséncia de membrana nuclear e de organelas, parede celular com

peptidoglicanas, ribossomo 70S, membrana plasmatica sem carbohidratos e
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normalmente sem esterdis e com tamanho médio entre 1 e 100 um (TRABULSI &
ALTHERTHUM, 2004).

A doenca infecciosa, na maioria das vezes, € iniciada por colonizacdo do
hospedeiro, pelo patégeno que se estabelece e prolifera em mucosas e pele, sendo
excegodes as doengas causadas pela introdugao de microorganismos diretamente na
corrente sanglinea ou em o6rgaos internos. A colonizagdo pode ter em sua
sequéncia a eliminagdo do microrganismo sem prejuizo ao hospedeiro ou a
ocorréncia da infecgdo quando esses microrganismos se multiplicam e induzem
reacao do hospedeiro por resposta imunoldgica ou de outro tipo. Na ocorréncia de
infecgdo, as consequéncias podem ser de danos teciduais e disfungcbes corporais

(VERONESI & FOCACCIA, 2002; MIMS et al, 1999).

1.4. — Caracteristicas das bactérias estudadas

Escherichia coli

O género Escherichia (Enterobacteriaceae) faz parte da microbiota normal do
intestino em humanos e animais, podendo ser patogénica dentro e fora do trato
digestivo. As diferengas de grau de patogenicidade entre as diversas cepas de E.
coli sdo devido a presenga de plasmideos ou préfagos integrados ao genoma das
mesmas. A bactéria possui fimbrias ou pili que sdao importantes para a sua
aderéncia na superficie das mucosas dos hospedeiros. E um bacilo entérico gram
negativo, anaerébio facultativo, fermentador de lactose, cresce em meios de cultura
como o agar de MacConkey e as cepas podem ser caracterizadas por testes
sorolégicos. E uma bactéria causadora de doencas intestinais, do trato urinario,

meningite neonatal e infecgbes hospitalares que incluem, além das citadas, a
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septicemia, a bacteremia, o choque endotdxico e a pneumonia (STROHL, ROUSE &

FISHER, 2004).
Enterobacter sp.

O género Enterobacter (Enterobacteriaceae) também pode fazer parte da
microbiota normal do intestino grosso e raramente causando doengas, mas pode
causar infeccdes oportunistas, estando associado, com frequéncia, as infeccoes
hospitalares. Sao bacilos gram negativos moveis, fermentadores de lactose.
Colonizam com muita frequéncia pacientes hospitalizados em tratamento
prolongado com antibiéticos, uso de cateteres ou procedimentos invasivos, além de
infectar queimaduras, ferimentos, trato respiratorio (pneumonia) e trato urinario

(TRABULSI & ALTHERTHUM, 2004).

Klebsiella sp

O género Klebsiella (Enterobacteriaceae) pode fazer parte da microbiota
normal do intestino grosso. S&o bacilos gram negativos grandes e imdveis com
capsula volumosa e podem causar pneumonia lobar necrotizante em individuos
imunodeprimidos como diabéticos, alcoolistas e doentes com obstrucdo pulmonar
crbénica, além de, no ambiente hospitalar, causar infecgdes urinarias e bacteremias

(STROHL, ROUSE & FISHER, 2004).

Proteus mirabillis
O género Proteus (Enterobacteriaceae) compreende bacilos gram negativos,
causadores de doencas do trato urinario e outras infecgdes extra-intestinais. Essa

bactéria também esta relacionada as infeccdes nosocomiais, infectando ferimentos,
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causando pneumonias e septicemia (BROOCKS, BUTEL & MORSE, 2000;

TRABULSI & ALTHERTHUM, 2004).

Pseudomonas aeruginosa

E uma bactéria gram negativa e constitui-se em um patégeno humano
primario, muito difundido na natureza (encontrado no solo, plantas, agua e em
animais). Pode colonizar seres humanos sem causar doengas, mas € um agente
oportunista significativo principalmente como causa de infecgdo hospitalar. Pode ser
causa de doencgas sistémicas e localizadas como infec¢gdes oculares, otite, pele,
trato urinario, pulmonar, intestinal e do sistema nervoso central, além de doencas
sisttmicas como septicemia, doenga no sistema Osteo-articular e bacteremia

(PELCZAR, CHAN & KRIEGER, 1997; MIMS et al, 1999).

Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus (Micrococcaceae) vive em contato intimo com o
homem. Os estafilococos, juntamente com os estreptococos, constituem os
principais agentes dos grupos dos cocos gram positivos de importancia médica,
causando desde doencgas leves até fatais. Staphylococcus aureus é causa muito
frequente de infeccao bacteriana na pele, aparelho respiratorio, trato urinario e
sistema 6steo-articular (STROHL, ROUSE & FISHER, 2004). Ademais, suas toxinas
podem causar intoxicacdes alimentares e a sindrome do choque téxico. A bactéria
Staphylococcus aureus particularmente € causadora de infecgdo hospitalar, tendo
como caracteristica marcante sua alta ocorréncia associada a resisténcia bacteriana

crescente, especialmente os meticilina-resistentes (ALMER et al, 2002).
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1.5. — Medidas adotadas para a prevencgao de infecgdes hospitalares

As unidades hospitalares devem manter, em sua estrutura de funcionamento,
um setor responsavel pelo controle das infecgbes neste ambiente (EGGERTSON &
SIBBALD, 2004). As atividades das equipes de controle das infecgcbes em
ambientes hospitalares devem considerar todos os setores assistenciais, porém as
unidades de maior risco, como unidades de terapia intensiva e setores de cirurgia,
requerem busca ativa diaria para um melhor controle, uma vez que nesses
ambientes a exposicdo dos pacientes € maior em virtude de estes estarem
submetidos a procedimentos mais complexos e invasivos (MENDEZ et al, 2004).
Essa estrutura devera contar com recursos humanos habilitados e desenvolver
projetos de atuacado dessas unidades. No Brasil, a Portaria MS 2616 regulamenta
esse proposito (BRASIL, 1998). Entre essas atividades estado incluidas agcbées como
o controle do uso correto de antibiéticos, sobretudo os de largo espectro. Alguns
desses medicamentos devem ter seu uso autorizado pela unidade de controle de
infeccao hospitalar, tornando o uso desses agentes o mais coerente possivel no
sentido de diminuir sua pressao seletiva sobre a microbiota bacteriana e indugao de
resisténcia das bactérias aos antibiéticos. No Canada, um estudo que abordou o
crescimento da resisténcia dos agentes infecciosos aos antibiéticos mostrou que em
5 anos a incidéncia de Staphylococcos aureus meticilino-resistente, causadores de

infecgdes hospitalares, aumentou de 1% para 8% nesse periodo (CONLY, 2002).

Outra atividade extremamente importante € a manutencdo do estimulo e
monitoramento das lavagens das maos, medida de grande impacto na redugao de

transmissao de infecgcao hospitalar. Essas medidas devem ser permanentemente
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executadas, com treinamentos perioddicos, orientagbes por meio de cartazes, além

de acgdes de vigilancia (MARTINS, 2001).

As atividades dos centros de controle de infecgao hospitalar incluem ainda o
desenvolvimento e aprimoramento permanente mediante o estabelecimento de
manuais e normas nas seguintes areas: centro de esterilizagdo de materiais,
lavanderia hospitalar, setor de nutricdo e dietética, normas de procedimentos
técnicos médicos e de enfermagem no tocante ao risco de infecgédo, controle de
acidentes pérfuro-cortantes e de imunizagdo dos funcionarios das unidades

nosocomiais (HOTA, 2004).

O controle das infecgdes hospitalares é obrigatdrio, com acompanhamento
diario dos dados epidemiolégicos, a fim de detectar novos casos de infecgdo, a
ocorréncia de surtos e o desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibidticos.
A elaboracdo de boletins com os dados obtidos e sua analise orientam medidas
necessarias no andamento do trabalho dessas unidades. A ocorréncia de surtos
pode estar ligada a qualquer agente infeccioso nas unidades hospitalares. Porém, o
Staphylococcos aureus meticilino-resistente (MRSA) tem sido o agente mais comum
identificado nas ocorréncias de surtos de infecgao hospitalar, com elevadas taxas de
morbidade e mortalidade e com grande poder de disseminagdo nos ambientes

hospitalares (BERETTA et al, 2004).

Os resultados de culturas e antibiogramas gerados rotineiramente pelo
laboratério representam uma fonte extremamente importante de dados para a
vigilancia epidemiolégica. Esses dados servem de base para uma avaliagdo de
tendéncias ou padrdoes de infeccdo, devendo ser armazenados para controle e
comparagoes futuras (BAILLY et al, 2002). Além disso, o laboratério deve

armazenar os principais microorganismos que normalmente incluem amostras com
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resisténcia a antimicrobianos, espécies raramente isoladas em material clinico,
amostras responsaveis por surtos e espécies mais dificeis de serem erradicadas ou
que mais freqlientemente estdo relacionadas com reinfeccdo, com a finalidade de
disponibilizar material biolégico para estudos clinicos e epidemiolégicos (VERONESI

& FOCACCIA, 2002).

Conforme Veronesi e Focaccia (2002), os principais objetivos dos bancos de
microorganismos ou coleg¢ao de culturas séo: a) contribuir com o tratamento clinico
do paciente através da disponibilidade de microorganismos isolados em infec¢des
anteriores, principalmente para aqueles pacientes que permaneceram infectados; b)
contribuir para a investigacdo de surtos e epidemias através da disponibilidade de
microorganismos isolados anteriormente a identificacdo do surto e que podem servir
como cepas controle para o estudo; c) para fins de pesquisa, disponibilizando uma
grande variedade de microorganismos para avaliacdo de técnicas novas. As

espécies a serem armazenadas podem variar de hospital para hospital.

Varios métodos de tipagem tém sido utilizados na avaliagdo epidemiolégica
de patdgenos hospitalares. Existem métodos tradicionais e os mais avangados, que
empregam técnicas moleculares. Os métodos tradicionais como antibiograma,
sorotipagem, biotipagem e fagotipagem sao os mais utilizados (FERNANDES, 2000;

PERSING,1993).

As técnicas de biologia molecular permitem a obtencao, a partir de um unico
fragmento de DNA ou RNA, de milhdes de copias idénticas, garantindo o
fornecimento de material necessario para importantes manipulacbes, como
sequenciamento, produgdo de sondas em larga escala, entre outras (HINRICHS &

WISECARVER, 2003).
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A introducido de técnicas de biologia molecular no diagnostico médico tem
possibilitado grandes progressos na identificagdo de doencgas infecciosas. Segundo
Konemam (1997), a detecgcdo de um agente etiolégico através de seu material

genético apresenta vantagens em relagao aos métodos tradicionais.

O controle microbioldgico da microbiota hospitalar obriga uma intima ligacao
do centro de controle de infecgao hospitalar com o laboratério de analises clinicas
de apoio das unidades de saude. A aplicacao correta das técnicas laboratoriais,
desde a coleta, transporte e cultivo é extremamente importante para a orientacdo da
terapéutica aplicada ao doente além de fornecer dados consistentes para o controle
epidemioldgico das infecgdes (WHELEN & PERSING, 1996). A associagdo de
novas técnicas moleculares de diagndstico dos agentes etiolégicos de doencas
infecciosas, com a utilizacdo cada vez mais freqliente desses métodos, apresenta
maior confiabilidade nos resultados, rapidez na obtencdo dos mesmos, ainda
trazendo maiores beneficios ao paciente e aos estudos epidemiolégicos dessas

doencas (FEY et al, 2003).

As infeccoes com bactérias resistentes a antibidticos em pacientes
hospitalizados estdo cada vez mais presentes, apesar dos esforgos para o controle
das infeccdes hospitalares, especialmente em unidade de tratamento intensivo e em
hospitais de atendimento tercidario. Estudos epidemiolégicos em areas
regionalizadas de saude demonstraram a ocorréncia de transmissao de agentes
infecciosos resistentes entre as unidades hospitalares de atendimento, ocorrendo
através de pacientes colonizados e transferidos entre os servicos de assisténcia

médica (SMITH et al, 2004).

Estudo de deteccdo de gendtipos de microorganismos com importancia

clinica, para vigilancia epidemiolégica em casos de infeccdo hospitalar, no caso
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enterococos resistentes a vancomicina, através de PCR, para a pesquisa dos genes
vanA e vanB, apresentou, em comparacdo aos métodos tradicionais
microbiolégicos, melhor especificidade e sensibilidade, além de menor custo e maior
rapidez na obtencdo dos resultados (JAYARATNE & RUTHERFORD, 1999,

HOUPIKIAN & RAOULT, 2002).

Em um estudo, SARWARI, et al (2004) demonstraram a importancia da
utilizacao de PCR para a identificagcao e a ribotipagem de cepas multirresistentes de
Pseudomonas aeruginosa em amostras isoladas de pacientes em tratamento de
unidades de terapia intensiva. Além de identificar as bactérias, relacionaram os
isolados com os casos de infecgbes hospitalares e sua epidemiologia. Em outro
estudo,de Ortiz-Herrera (2004), foi utilizado um método molecular para a
caracterizagcao de isolados de Pseudomonas aeruginosa, em grupo de pacientes
com diagnostico de fibrose cistica, sendo que essa bactéria, freqientemente
,coloniza os pacientes portadores dessa doenga. Ambos os estudos demonstraram

a existéncia de variantes genéticas dessa bactéria.

1.6. — Estrutura genética bacteriana

O genoma dos procariotos é apresentado por cromossoma bacteriano em
forma circular contendo cerca de 4000 bp de DNA. Alguns contém genes adicionais
em forma de plasmideos que variam em seu tamanho de alguns pares de base até
100 bp. Os circulos de DNA cromossomal e plasmidial que contém a informacao
genética para sua proépria replicacdo sao os replicons. Os genes associados a
funcbes essenciais encontram-se nos cromossomos, enquanto os plasmideos

contém genes associados a fungbes especializadas, como, por exemplo, a



26

degradacao de céanfora, tolueno, octano e acido salicilico em algumas espécies de
Pseudomonas ou captacdo e metabolizacdo da sacarose e captacao de citrato em
Escherichia coli (BARBOSA & TORRES, 1999). Os plasmideos sao pequenas
moléculas de DNA que podem ser transferidos de uma bactéria para outra,
assimilando genes de origens evolutivas diferentes e independentes nestes agentes
microbianos. Uma das consequéncias desse processo genético é a observagao de
rapida propagacao de resisténcia a antibidticos transmitidos por plasmideos apds o

uso de tais farmacos (PELCZAR, CHAN & KRIEG, 1997).

Os transposons sdo segmentos de DNA mdveis que podem se deslocar para
diferentes posicbes no genoma de um organismo, podendo causar mutagoes,
insercoes e/ou delecdes. Existem trés classes distintas de transposons. A classe |
compreende os retrotransposons, que primeiro transcrevem um fragmento de DNA
em uma copia de RNA e, depois, utilizando uma transcriptase reversa, produzem
uma copia de DNA a partir do RNA para ser inserido em uma nova localizacio. Os
transposons classe Il consistem em elementos de DNA que se movem de um lugar
a outro dentro do genoma. Os transposons de classe Ill sdo também conhecidos
como “miniature inverted-repeats” e ocorrem em grande quantidade em alguns tipos
de genomas, sendo que sua fungdo ainda ndo esta totalmente esclarecida
(TRABULSI & ALTHERTHUM, 2004). Os mais simples sdo sequéncias de inser¢ao
que transportam a informagdo genética contendo genes com fungdes
especializadas, como, por exemplo, a resisténcia a antibiéticos (BARBOSA &

TORRES, 1999; Kimball, 2005).
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1.7. — Ribossomo 16S

Os ribossomos (sitios de sintese protéica) sdo estruturas complexas
formadas por diversas moléculas de RNA e proteinas onde o RNAr combina-se com
proteinas.

A estrutura de um ribossomo de Escherichia coli tem um coeficiente de
sedimentacao 70S e é composto de duas subunidades. A menor 30S consiste de
uma molécula de rRNA 16S e 21 polipeptideos diferentes. A subunidade maior de
50S contém um rRNA 5S, um rRNA 23S e 31 polipeptideos diferentes. Os
ribossomos de cada célula bacteriana contém cerca de vinte mil destas unidades,
sendo responsaveis por 80% do conteudo de RNA e 10% de sua proteina. Mediante
a comparacao de sequéncias de RNA 16S de diversas bactérias, presume-se que
suas estruturas se mantém conservadas durante sua evolucdo. O rRNA 16S da

bactéria tem 1542 nucleotideos (VOET, VOET & PRATT 2002).

O acido ribonucléico ribossomal, RNAr, € um conjunto de moléculas de RNA
transcritas a partir de genes codificadores de RNA ribossomal nas células, os quais
sao elementos que apresentam sequéncias conservadas, devido a sua fungao
estrutural no ribossomo. Nos seres vivos, essas moléculas variam de tamanho, e
nas bactérias, sao transcritos os seguintes rRNA: 5S, 16S e 23S em ordem

crescente de tamanho (MANFIO, 2003).

A importancia na identificacdo da sequéncia do segmento 16S do DNAr para
a identificagdo de bactérias em microbiologia clinica e sua correlagdo nas doencgas

infecciosas foram demonstradas por CLARRIFGE, (2004).
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1.8. — Reagao em cadeia da polimerase

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — polymerase chain reaction) é
uma técnica que consiste na amplificagdo de um grande numero de cépias de DNA
por meio da utilizagdo de um par de iniciadores, em geral contendo de 10 a 25
nucleotideos, e de uma polimerase termoestavel (Taq DNA polimerase), que
sintetiza copias do fragmento de DNA a partir de uma unica molécula de DNA molde
em um termociclador. Esta técnica revolucionou o diagndstico de agentes
infecciosos, os estudos de doencgas genéticas, a tipagem e caracterizagédo de
agentes infecciosos, 0 mapeamento genémico, a medicina forense e o estudo de
DNA de espécimes fésseis (STRANCHAN & READ, 2002). Desde os primeiros
relatos desta tecnologia, em meados da década de 80, ela tem tido numerosas

aplicagdes na pesquisa basica e clinica.

A reagao da PCR em testes diagndsticos esta baseada na utilizacdo de
iniciadores especificos construidos a partir de uma sequéncia repetitiva do genoma
(sequéncia-alvo). Os produtos de amplificagcdo podem ser facilmente visualizados
através de técnicas de eletroforese em géis de agarose ou poliacrilamida corados
pelo brometo de etideo ou pela prata, além de sua deteccdo com o uso de sondas
genéticas. Os produtos de amplificagdo (amplicons) podem ainda ser submetidos a
restricdo com diferentes endonucleases, clonagem ou ao seqiienciamento gendmico

(VOET, VOET & PRATT 2002).

O sequenciamento da regidao 16S DNAr é um método de grande importancia
na identificagdo de Bacillus anthracis, permitindo a rapida identificagdo do agente,

principalmente em bioterrorismo, apdés amplificagdo do material desse segmento
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genbmico em PCR e posterior determinagao de suas sequéncias (SACCHI et al,
2002).

A variabilidade genética em amostras de enterococos também pode ser
mostrada, em estudo que utilizou a PCR, o qual possibilitou a tipagem molecular
das amostras por meio de RAPD, além do sequenciamento do segmento 16S DNAr

(MONSTEIN et al, 1998).

A utilizacdo da PCR foi usada para a identificacdo de cepas produtoras de
beta-lactamases de espectro ampliado, nesse caso para Klebsiella e E. coli
realizando a macrorestricdo do DNA obtido e eletroforese em campo pulsado, com
analise do perfil de restricdo das amostras estudadas (FREITAS, MACHADO &

SOARES, 2003).

1. 9. - Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP

A técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ou
polimorfismo de tamanho de fragmentos de DNA consiste na obtencdo de
fragmentos de DNA de um determinado genoma ou produto amplificado, através do
tratamento do DNA com enzimas de restricdo. Como cada enzima de restricao
possui um sitio de agao especifico, o0 numero de fragmentos obtidos para cada uma
das enzimas utilizadas corresponde ao numero de sitios de restricdo. Desta forma,
este processo permite avaliar a variabilidade genética dentro de um determinado
gene ou fragmento de DNA, possibilitando que os organismos possam ser

agrupados de acordo com os perfis de restricao obtidos.

A PCR, como base diagnostica para doengas infecciosas, esta

revolucionando a pratica clinica. Os seus beneficios sdo observados pela



30

significante eficacia no diagndstico de doencas agudas, pelo menor tempo e
acuracia na obtengao de diagnésticos. A PCR associada com RFLP, como uma
técnica molecular desenvolvida para aplicagbes clinicas, apresenta boa
especificidade na identificagcdo de diferentes patégenos, na identificacdo de virus,
bactérias e agentes infecciosos de doencas oportunistas e emergentes (YANG &
ROTHMAN, 2004). A utilizagcdo de métodos moleculares, como a amplificacao de
material genético e anadlise dos seus polimorfismos de fragmentos de restrigcao,
além do sequenciamento de amostras, evidenciou a variabilidade de

Staphylococcus resistentes a metilcilina (UENO & JORGE, 2004).



2. - OBJETIVOS

2.1. — Objetivo Geral

Identificar as bactérias causadoras de infecgdo hospitalar e comunitaria
isoladas no Hospital Regional Hans Dieter Schmidt no municipio de Joinville, e

caracterizar a variabilidade genética através de PCR-RFLP.

2.2. Objetivos Especificos

» Analisar os resultados de culturas de isolados bacterianos identificados pelo
laboratorio de microbiologia por meio de métodos tradicionais de bacteriologia

e sua sensibilidade aos antibiéticos testados.

» Caracterizar a variabilidade genética das espécies de bactérias isoladas com

maior frequéncia através de PCR-RFLP do gene do DNAr 168S.

= Determinar os gendétipos mais frequentes das bactérias associadas com

maior frequéncia a infeccéo hospitalar.

= Correlacionar os dados clinicos e laboratoriais convencionais com os

resultados da tipagem molecular.



3 - MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido com amostras de culturas positivas para
bactérias, no Hospital Regional Hans Dieter Schmidt de Joinville, Estado de Santa
Catarina, no periodo de maio a outubro de 2004. O Hospital Regional de Joinville
esta dividido em unidades: pacientes externos, emergéncia, internacao cirurgica,
clinica médica masculina e feminina, psiquiatria, isolamento, hospital dia, centro
cirurgico e unidade de terapia intensiva. A média de atendimento ambulatorial é de
3.781 pacientesimés e de emergéncia é de 6.751 pacientes/més nas
especialidades: Clinica Médica e Cirurgica, Ortopedia, Pediatria e Odontologia.
Possui 172 leitos ativados, destinados a clinica cirurgica geral e especializada e
clinica médica, com uma média de internacédo de 577 pacientes/més (S.E.S., 2005).
O indice médio de infeccdo hospitalar em 2003 e 2004 foi de 6,17%, segundo
informacéao de boletim da Comissao de Controle de Infecgdo Hospitalar - CCIH.

A coleta dos dados clinicos dos pacientes foi executada de acordo com
protocolo pré-estabelecido (Anexo 2), com busca nos prontuarios médicos dos
pacientes, no Servico de Estatistica e Arquivo Médico do Hospital (SAME). Os
dados obtidos foram: idade do paciente, diagnéstico da infeccdo, tempo de
internacao, fatores de risco e condicdes de alta.

As culturas dos isolados bacterianos foram disponibilizadas pelo servico de
microbiologia do hospital, prestado pelo laboratério localizado nas dependéncias da
unidade de saude. As bactérias foram obtidas a partir de diversos materiais
bioldégicos, como urina, sangue e secregdes de feridas cirurgicas e com diagnosticos

de infecgao em varias topografias, conforme mostra a Tabela 1.
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A identificacdo dos microorganismos seguiu os métodos tradicionais de
diagndstico microbioldgico, sendo que foram usados para urina, sangue e secregdes
em geral os seguintes meios de cultura como: Cled, manitol, agar sangue e
MacConkey, e as seguintes provas bioquimicas de identificagcao: TSI (para verificar
fermentacgao), lisina, indol, ornitina, citrato, catalase, coagulase, hemdlise em agar
sangue, optoquina, bile esculina e oxidase. Os antibiogramas foram realizados pelo
método de difusdo em gel segundo os parametros do National Committee for

Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003).

O material processado no laboratério foi semeado em meio BHI e
transportado sob refrigeragdo até o laboratério de Protozoologia da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), onde essas amostras foram inoculadas e
crescidas em meio liquido LB e mantido por 18 horas a 37°C sob agitagdo. Apds o
crescimento das bactérias, as mesmas foram conservadas em 20% de glicerol a —
80°C.

Foram analisados, neste estudo, 60 isolados obtidos de pacientes internados
com doenca infecciosa bacteriana, no periodo de tratamento, com e sem
diagndstico de infeccado hospitalar, segundo os critérios adotados pela comisséo de

controle de infeccao hospitalar do estabelecimento.

3.1. — Extragdao de DNA gendémico e plasmideal

Para o isolamento de DNA gendmico das amostras, foi utilizado inicialmente o
método fenol-cloroférmio, conforme descrito por Sambrook & Russel (2001). As
suspensdes bacterianas crescidas em meio liquido foram centrifugadas e ao

sedimento adicionado 200 uL de tampao de extragdo, contendo 50mM de TRIS-HCI,
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100 mM de NaCl e 0,5% de SDS pH 8,0 e 100ug/mL de proteinase K e incubado por
2 horas a 37°C. A seguir, o DNA foi extraido pelo método fenol-cloroférmio e
precipitado pela adicdo de 3 volumes de etanol a 100% e acetato de sddio 3M a —
20°C, lavado 2 vezes em etanol 70% e suspendido em 50 uL de agua ultra pura.
(FERNANDES, 2003; GONCALVES, 2000). As amostras foram dosadas em
espectrofotometro 260/280 nm e visualizadas em gel de agarose a 0,8% corado
pelo brometo de etideo e mantido a —20° até o seu uso. Como controle foram
utilizadas amostras de bactérias padrao: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 9222, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiela
pneumoniae ATCC 13883, Proteus mirabilis ATCC 7002 e Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, gentilmente cedidas pelo Laboratério Médico Santa Luzia e pelo Dr.

Artur Sméania Junior, do Laboratério de Antibiéticos da UFSC.

3.2. — Amplificagao do DNAr 16S

Para a amplificagcdo do DNAr, amostras de 10 ng de DNA bacteriano foram
adicionadas a volume final de 20 ul da reacao contendo TRIS-HCI 10mM em pH 8,5,
MgCl, 50mM, dNTPs 2mM, 10 pmol de cada iniciador 515F e 1492R e 1Ul de Taq
DNA polimerase Labtrade®. As amplificacdes foram realizadas em termociclador
Mastercycler Gradiente® (Eppendorf, Hamburg). Cada conjunto de reacdes foi
acompanhado de um controle negativo que continha todos os reagentes
necessarios a amplificacdo, exceto o DNA molde, e de um controle positivo
contendo DNA das amostras ATCC. As condi¢cbes da reagédo foram as seguintes:
desnaturagao inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 1

minuto, ligagdo dos iniciadores a 45°C por 1,5 minutos, extensdo a 72°C por 2
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minutos e extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplificagdo foram
visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1% corado pelo brometo de

etideo.

Com o objetivo de simplificar a metodologia de amplificagcdo do gene rDNA
16S, usamos amostras diretamente da cultura. Para tanto, amostras de bactérias
foram crescidas por 12 horas em meio LB a 37°C sob agitagdo. Quinhentos pl de
cultura foram entdo centrifugados, suspendidos em 500 pl de agua ultrapura e
diluida 100 vezes em agua em volume final de 200 pl e a densidade 6ptica (DO) do
material foi determinada em espectrofotdbmetro a 600nm e a DO ajustada para
0,015. Dois ul da suspensao bacteriana foram utilizados para a amplificagdo do
gene DNAr 16S em um volume final de 50 pl contendo TRIS-HCI 10mM em pH 8,5,
MgCl, 50mM, dNTPs 2mM, 10 pmol de cada iniciador 515F e 1492R e 1Ul de Taq

DNA polimerase Labtrade®.

As amplificagdes e as condigbes de reagdo foram as mesmas descritas
anteriormente. Para a visualizagdo do produto amplificado, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado pelo brometo de etideo.
Em virtude dos resultados de amplificacdo do rDNA 16S de amostras de DNA
purificadas e de amostras diretamente de cultura serem exatamente iguais, optamos

por utilizar amostras diretamente de cultura em todas as amplificagdes.

3.3. — Perfil de restricao do produto amplificado

Para a seleg¢ao das enzimas de restricdo, 5 ul do produto amplificado de cada

espécie de bactéria foram incubados com 1 Ul de 10 diferentes enzimas de restrigao

EcoV, Smal, BamH|, EcoRI, Hindlll, Avall, Scal, Sstl, Pstl e Haelll por 8 horas em
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temperatura de 37°C, de acordo com especificagdes do fabricante. Os produtos de
restricdo foram analisados em gel de poliacrilamida 8% corado pela prata e

fotodocumentados. As endonucleases utilizadas foram adquiridas da Mersham®,

Biolab®, Qbiogene®, Invitrogem® e Gibco BRL®.

A partir destes resultados, foram selecionadas 4 enzimas de restrigao (Haelll,
Pstl, BamHI e Avall) que foram capazes de clivar o fragmento amplificado,
mostrando melhor eficiéncia na discriminacdo das variabilidades ocorridas. Cinco
enzimas nao produziram clivagem do fragmento.

Para a avaliacdo comparativa do perfil de restricdo das diferentes amostras,
10 pl do material amplificado foram incubados a 37°C por 8 horas com as enzimas
EcoRlI, Hindlll, BamH|l e Smal, conforme descrito anteriormente. Os produtos de
clivagem das amostras foram resolvidos em gel de poliacrilamida 8% corado pela
prata e os resultados registrados em aparelho de gel documentagdo. O DNA de
pUC18 digerido com Haelll foi utilizado como marcador molecular. Os perfis de
restricdo de grupo de bactérias foram comparados entre si para agrupamentos das

amostras.



4 - RESULTADOS

No presente estudo, foram estudadas 60 bactérias isoladas pelo laboratério
de anadlises clinicas do Hospital Regional Hans Dieter Schmidt de Joinville, no
periodo de maio até outubro de 2004. As isoladas positivas foram identificadas
através de métodos microbioldgicos convencionais e o teste de sensibilidade aos
antibidticos foram realizados em discos de difusdo, segundo os parametros do

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003).

Desse total das 60 bactérias isoladas, 32 delas foram consideradas como
sendo casos de infecgcdo bacteriana hospitalar e, nos outros 28 casos, foram
consideradas infecgdo bacteriana de origem comunitaria, seguindo os critérios
adotados pela Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar daquela unidade de
saude. Conforme os dados obtidos por meio da analise dos prontuarios desses
casos, e que constam na Tabela 1, observou-se que 32 pacientes eram do sexo
masculino e 28 pacientes, do sexo feminino. A média de idade foi de 51,09 anos nos
pacientes com infeccdo hospitalar e de 51,1 anos naqueles com infeccéo
comunitaria. O tempo médio de internacao desses pacientes foi de 28,4 dias para
pacientes com infeccdo hospitalar e de 10,2 dias para aqueles que apresentaram

infeccdo comunitaria.

Entre esses casos de patologias infecciosas, confirmadas com a identificacdo
dos agentes bacterianos, 15 foram de pacientes que evoluiram para obito, sendo
distribuidos de acordo com o tipo da origem da infecgdo, dois casos com
diagndstico de infecgdo comunitaria e os outros 13 tendo algum tipo de associacéo

a infecgao hospitalar.
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Dentre os fatores de risco presentes nos casos estudados, o diabetes
mellitus foi 0 mais freqientemente encontrado, estando presente em 16 dos casos
investigados, e desse total, a metade dos casos estavam associados com o
diagndstico de infeccao hospitalar. Foram identificados outros fatores de risco como:
idade avangada, tabagismo, etilismo, imunodeficiéncia, doenga pulmonar crdnica,

drogadicao, insuficiéncia renal crbnica e vasculopatia.

Nos diagndsticos das infecgdes identificadas, a do trato urinario foi a de maior
ocorréncia, estando presente em 27 pacientes, e os demais casos foram
distribuidos da seguinte forma: 9 de broncopneumonia, 7 de infec¢cdo de sitio
cirargico, 8 casos relacionados com infecgdo da corrente sanglinea e os demais
com lesdes infectadas de pele, sendo essas as topografias mais comuns de
infeccdo hospitalar, apesar de terem sido identificadas também nas afecgdes de

origem comunitaria.

As amostras confirmatérias das infecgdes bacterianas se distribuiram entre
infeccbes de origem comunitaria e hospitalar. Além disso, obtivemos ambos os tipos
de infeccdo, conforme seu local de procedéncia, para todas as espécies presentes,

como mostra a Tabela 2.
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Tabela 1: Caracteristicas epidemiolégicas das amostras isoladas de
bactérias isoladas e identificadas através de provas
microbiolégicas e bioquimicas convencionais.

n° da Topografia Infecgdo Sexo Idade Evolucdo Tempo de Fatores de

amostra Clinica internagao risco

(dias)
Escherichia coli
7 ltu Hospitalar F 72  Alta 5 ND
5 Cirurgico Hospitalar M 51  Alta 35 DM e IRC
18 Itu Hospitalar M 43  Obito 5 Etilismo/
Tabagismo
38 ltu Comunitaria M 52 Alta 4 DM
41 ltu Comunitaria M 3 Alta 4 ND
48 Sepsis Hospitalar F 20 Obito 16 DM
51 Itu Comunitaria F 62 Alta 25 IRC
60 Itu Hospitalar M 65 Alta 27 ND
61 Itu Hospitalar M 26 Alta 60 ND
63 Itu Hospitalar F 38 Alta 10 Neoplasia
69 Itu Comunitaria F 78 Alta 12 DM
72 Cirurgico Hospitalar M 45 Alta 30 IRC
Proteus mirabillis
2 ltu Comunitaria F 52 Alta 7 ND
9 Sepsis Comunitaria F 63  Obito 9 DM
24 Sepsis Hospitalar M 51  Obito 31 DM
75 ltu Comunitaria M 63 Alta 14 ND
86 Pele Comunitaria F 44  Alta DM
Enterobacter sp.
6 Itu Comunitaria F 72  Alta 7 DM
17 ltu Hospitalar M 77  Obito 14 Etilismo
23 Itu Comunitaria F 63 Alta 4 ND
28 Pele Comunitaria F 75 Alta 8 DM
44 Itu Comunitaria M 59 Alta 5 ND
62 Itu Hospitalar F 75  Obito 42 ND
81 Itu Comunitaria F 0 Alta 5 ND
82 Itu Comunitaria M 67 Alta 10 HIV
Pseudomonas aeruginosa
4 Bpn Hospitalar F 56 Alta 15 DPOC
10 ltu Hospitalar M 44 Obito 20 ND/VM
22 Bpn Hospitalar F 42  Alta 32 ND/VM
27 Pele Comunitaria M 63 Alta 7 Tabagismo
33 Pele Comunitaria F 47 Alta 8 Vasculopatia
52 Sepsis Hospitalar M 67 Obito 54 ND
39 ltu Hospitalar M 48  Obito 18 DM
40 Pele Comunitaria M 68 Alta 4 DM
47 Sepsis Hospitalar F 52  Obito 45 ND
57 Bpn Comunitaria F 66 Alta 20 ND
64 Bpn Hospitalar M 77 Alta 28 ND
85 Pele Comunitaria M 66 Alta 40 ND
87 Cirurgico Hospitalar F 81 Alta 57 ND

continua
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continuagao
Tabela 1: Caracteristicas epidemiolégicas das amostras isoladas de
bactérias isoladas e identificadas através de provas
microbiolégicas e bioquimicas convencionais.
Klebsiella sp.
12 ltu Comunitaria M 0 Alta 4 ND
16 Cirurgico Comunitaria M 32  Obito 2 Drogas
25 Itu Hospitalar M 57 Alta 11 DM
37 Cirurgico Comunitaria F 8 Alta 10 ND
53 ltu Comunitaria F 31 Alta 10 HIV
55 Cirargico Hospitalar F 46 Alta 26 Neoplasia
68 Sepsis Hospitalar M 61 Obito 16 Neoplasia
tabagismo
83 ltu Comunitaria M 67 Alta 10 HIV
Staphylococcos aureus
13 Bpn Hospitalar M 51  Obito 31 ND
14 Bpn Hospitalar F 60 Obito 26 DM/VM
15 Cateter Hospitalar M 58 Alta 54 IRC
21 Pele Comunitaria M 52 Alta 17 ND
34 Bpn Hospitalar M 21 Alta 24 ND/VM
36 Cirurgico Hospitalar M 40 Alta 6 DM e
etilismo
49 |tu Hospitalar F 46  Obito 10 ND
54 Bpn Hospitalar F 46 Alta 47 DM/VM
56 Bpn Comunitaria F 66 Alta 20 ND
67 Pele Hospitalar M 50 Alta 78 ND
73 Sepsis Hospitalar F 1 Alta 18 ND
78 ltu Hospitalar M 68 Alta 20 ND
84 Pele Comunitaria F 44  Alta 7 DM
88 ltu Comunitaria M 67 Alta 10 HIV

ND — n&o determinado, VM — ventilagdo mecanica, HIV — virus da imunodeficiéncia humana, DM
— diabetes mellitus, IRC — insuficiéncia renal crénica e DPOC — doenga pulmonar obstrutiva
cronica, Itu — infecgao do trato urinario e Bpn — broncopneumonia.

Tabela 2: Espécies bacterianas identificadas de acordo com o tipo de
infeccao diagnosticado.

Bactéria Infecgdo comunitaria Infecgéo hospitalar Total
Escherichia coli 4 8 12
Proteus mirabilis 4 1 5
Enterobacter sp. 6 2 8
Pseudomonas aeruginosa 5 8 13
Klebsiella sp. 5 3 8
Staphylococcos aureus 4 10 14
Total 28 32 60
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A avaliagado da sensibilidade aos antibiéticos dos microorganismos isolados,
das varias amostras estudadas, foi realizada por meio do teste de discos de difusao
impregnados com agentes antiinfecciosos, aplicados em placas de agar previamente
semeadas com esses isolados de bactérias. O antibiograma, através da analise de
discos de difusdo, nos fornece dados qualitativos relacionados a sensibilidade,
resisténcia ou sensibilidade intermediaria das bactérias. De acordo com o padrao do
National Committee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS), na andlise dos
resultados obtidos referentes a resisténcia bacteriana aos antibiéticos, encontraram-
se entre os isolados dos Staphylococcos aureus, 2 amostras com padrédo de
resisténcia a metilcilina. Nos isolados das Pseudomonas aeruginosa, 7
apresentaram padrdo de multiressisténcia para cefalosporinas de 3% e 4° geragdes,
carbapenémicos e as quinolonas. E nos isolados das Klebsiella sp., foram
identificadas 3 amostras com padrao de multirresisténcia, contra os
aminoglicosideos, aztreonan e as cefalosporinas de 3% e 4% geragbes, conforme

evidencia a Tabela 3.

Tabela 3: Identificacdo de amostras bacterianas resistentes.

Bactéria Amostras resistentes Antibiograma — disco de difuséo
Staphylococcos aureus 54e73 Oxacilina

Pseudomonas 22,27, 39, 47, 52, 57, Cefalosporina 32 e 42 geragdes,

aeruginosa 87 carbapenémicos e quinolonas

Klebsiella sp. 53,55¢e 83 Aminoglicosideos, aztreonan e cefalosporinas

de 32 e 4° geracdes
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4.1. — Amplificagao do segmento DNAr 16S das amostras bacterianas

A amplificacdo do fragmento do gene 16S de DNAr, tanto do DNA gendmico
extraido, quanto do material obtido diretamente da cultura bacteriana, realizada por
PCR, com iniciadores especificos 515F e 1492R, mostrou a presenca do produto
esperado (banda de 977 pares de base). Em todas as amostras, independentemente
da espécie de bactérias, o produto do PCR foi analisado em eletroforese em gel de
agarose 1,5%, evidenciando a banda de forma uniforme nas diferentes espécies de

bactérias, segundo a Figura 1.
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Figura 1: gel de agarose a 1,5% corado pelo brometo de etideo representativo da amplificagdo do
fragmento do gene de DNAr de diferentes amostras de espécies de bactérias isoladas de
pacientes. Grupos bacterianos: a — Escherichia coli, b — Staphylococcos aureus, ¢ —
Klebsiella sp., d — Pseudomonas aeroginosa, e Enterobacter sp. e PM = padrao de peso
molecular pUC 18 digerido com Haelll.

4.2. — Perfil de restricao do fragmento amplificado do gene 16S DNAr

com diferentes enzimas de restricao

Para a analise do perfil de restricdo do fragmento amplificado do gene 16S do

DNAr foram testadas 10 diferentes enzimas de restricdo (Tabela 4). As enzimas
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Haelll, Avall, BamHI, Hindlll e Pstl foram capazes de clivar o fragmento amplificado,
nido ocorrendo o mesmo com as enzimas Sstl, Scal, EcoRV, EcoRl e Smal

(Tabela 4).

Tabela 4: Atividades das enzimas de restricdo testadas para a digestdo do
fragmento amplificado do gene 16 S de DNAr de diferentes espécies de
bactérias.

Espécies

Enzimas  Proteus  Staphylococcus Pseudomonas Escherichia Enterobacte Klebsiella

mirabilis aureus aeruginosa coli rsp. sp.

EcoRV - - - - - -
Smal - - - - - -
BamH| - - + - - -
EcoRl - - - - - -
Hindlll - + - - - -
Avall - + - + + +
Scal - - - - - -
Sstl - - - - - -
Pstl - + - - - -

Haelll + - + + + +

Tabela 5: Enzimas de restricdo que digeriram o fragmento amplificado do gene 16 S
de DNAr de diferentes espécies de bactérias e seus respectivos ribotipos.

Bactéria Enzimas Ribotipos
Proteus mirabilis Haelll 2
Staphylococcus aureus Pstl, Avall, Hindlll 3
Pseudomonas aeroginosa Haelll, BamH]I 2
Enterobacter sp. Haelll, Avall 3
Klebsiella sp. Haelll, Avall 2
Escherichia coli Haelll, Avall 3

O numero de grupos de diferentes ribotipos encontrados nos 6 géneros
bacterianos estudados variou de 2 a 3 géneros, evidenciando, dessa maneira, a

variabilidade genética dentro das espécies analisadas, como exibe a Tabela 5.
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Com base nestes resultados, o fragmento amplificado de Pseudomonas
aeroginosa foi digerido com as enzimas BamHI| e Haelll e resolvido em gel de
poliacrilamida 8% corado pela prata. Os resultados mostraram um numero variavel
de bandas e a analise dos perfis permitiu agrupar as 13 amostras em dois ribotipos:
um grupo formado pelas amostras 4, 10, 22, 27, 33, 52, 39, 40, 57, 64, 85, 87 e a

amostra padrao da ATCC e outro compreendendo a amostra 47 (Figura 2).
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Figura 2: Gel de poliacrilamida a 8% corado pela prata mostrando o perfil de restricdo do fragmento
amplificado do gene 16S de DNAr de Pseudomonas aeroginosa digerido com Haelll.

Os perfis de restricdo de 12 amostras de Escherichia coli obtidos com as
enzimas Avall e Haelll mostram com ambas enzimas 3 ribotipos: um formado pelas
amostras 41 e 60, um reunindo as amostras 18, 48, 63, 69 e 72 e outro

compreendendo as amostras 5, 7, 38, 51, 61 e a amostra padrao ATCC (Figura 3).
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Figura 3: Gel de poliacrilamida a 8% corado pela prata mostrando o perfil de restricdo do fragmento
amplificado do gene 16S de DNAr de Escherichia coli digerido com Haelll.
O fragmento amplificado de 8 amostras de Enterobacter sp. digerido com as
enzimas Haelll e Avall mostrou 3 ribotipos: um com as amostras 6, 17, 23, 28, 44,
82 e a amostra padrao ATCC, pela amostra 62 e outro pela amostra 81 (Figura 4).
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Figura 4: Gel de poliacrilamida a 8% corado pela prata mostrando o perfil de restricdo do fragmento
amplificado do gene 16S de DNAr de Enterobacter sp. digerido com Haelll.
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O fragmento amplificado de cinco amostras de Proteus mirabilis digerido com
a enzima Haelll mostrou 2 ribotipos: um com as amostras 75, 86, 2 e a amostra
padrao ATCC e o outro com a amostra 24 (Figura 5). A amostra 9 foi
equivocadamente identificada pela bacteriologia como Proteus, porém tratava-se de

amostra de Pseudomonas aeruginosa.

LMW 75 86 2 9 24 ATCC

11

Figura 5: Gel de poliacrilamida a 8% corado pela prata mostrando o perfil de restricdo do fragmento
amplificado do gene 16S de DNAr de Proteus mirabilis digerido com Haelll.

O fragmento amplificadado 16S de Klebsiella sp. digerido com as enzimas
Haelll e Avall mostrou 2 ribotipos: um compreendendo as amostras 12, 16, 37, 83,

55, 68 e a amostra ATCC e o outro, a amostra 25 (Figura 7)
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Figura 6: Gel de poliacrilamida a 8% corado pela prata mostrando o perfil de restricdo do fragmento
amplificado do gene 16S de DNAr de Klebsiella sp. digerido com Haelll.

O perfil do fragmento amplificado do gene 16S de DNAr das 14 amostras de
Staphylococcus aureus, digerido com as enzimas Avall e Pstl, permitiu identificar 3
ribotipos: um representado pela amostra 84, outro compreendendo as amostras 13,
14, 15, 34, 36, 49, 54, 56, 67, 73, 78 , 88 e, por ultimo a amostra 21 compativel com

a ATCC (Figura 8).
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Figura 7: Gel de poliacrilamida a 8% corado pela prata mostrando o perfil de restricdo do fragmento
amplificado do gene 16S de DNAr de Staphylococcus aureus digerido com Avall.



5 - DISCUSSAO

As doencas infecciosas, como causa importante de morbidade e mortalidade,
tém se apresentado cada vez mais como grande desafio para a ciéncia, uma vez
que, mesmo com o desenvolvimento de técnicas e equipamentos para investigagéao
diagndstica mais precisa e a descoberta de agentes terapéuticos especificos, essas
patologias ainda exibem alta ocorréncia, além dos custos elevados, entre 25% e

40% do total dos gastos para tratamentos hospitalares (RUEF, 2000).

Essa situacdo é preocupante nos paises em desenvolvimento, pois em funcéo
de suas precarias condi¢cdes sociais e econdmicas, as doencas infecciosas, que sao
prevenidas com medidas basicas de saneamento, imunizacbes e boa condicao
nutricional, ainda apresentam altas taxas de ocorréncia. Além disso, esses paises
exibem altos indices de doencas infecciosas de carater oportunista e as doencas
emergentes, principalmente apdés o aparecimento da epidemia da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida.

O desenvolvimento de novas técnicas terapéuticas proporcionou o aumento
do numero de pacientes transplantados, os quais necessitam de medidas
imunossupressoras para combate a rejeicdo, expondo esses doentes a maiores
riscos de doencgas infecciosas, sobretudo a microorganismos oportunistas e cepas
causadoras de infecgcdes hospitalares. Tais fatores expressam as formas de
apresentacdo de doencas infecciosas nos paises desenvolvidos, com melhores
niveis tecnoldgicos, econdmicos e sociais, sendo, assim, esses motivos de
preocupacao crescente, nesses paises (LACERDA, 2003).

A doenca infecciosa em ambiente hospitalar assume papel de destaque, visto

que, apesar de medidas preventivas, como a utilizagao de dispositivos descartaveis,
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técnicas corretas de assepsia, lavagem rotineira das maos e uso racional de
antibioticos, entre outras, a mesma pode ocorrer. Nestes casos, sempre relacionada
com fatores de risco dos préprios pacientes, dependendo de sua patologia de base,
estados de imunossupresséao, tratamentos com periodos de internagao prolongados,
procedimentos terapéuticos e de diagndsticos invasivos e condigdes outras clinicas
desfavoraveis. Essas situacbes favorecem o desenvolvimento de infeccbes
nosocomiais, tendo como agentes etiologicos bactérias com padrbes de
multirresisténcia, que compdem a microbiota do ambiente hospitalar e, além disso,
essas afecgdes podem ser causadas pelos agentes infecciosos que fazem parte
habitualmente da microbiota dos pacientes (MARTINS, 2001). Outras espécies, nao
avaliadas neste estudo, também tém sido identificadas como responsaveis por
surtos e casos de infecgao hospitalar, dentre elas identificam-se os Enterococcus sp,
Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilis e Clostridium difficile, todos
apresentando padrdo de multirresisténcia aos antimicrobianos (RODRIGUES-BANO

& PASCUAL, 2004).

As bactérias analisadas neste estudo pertencem ao grupo dos agentes que
mais frequentemente sdo causadores de infecgdes nosocomiais e também nas suas
mais variadas formas de apresentacgao topografica e clinica. Em estudo realizado por
Ortona et al (1985) em um Hospital Universitario com 1800 leitos e taxa de infecgéo
hospitalar de 6,7%, apresentou-se como agentes etioldogicos mais frequentes
Escherichia coli (19,4%), Pseudomonas aeruginosa (19,3%), Proteus sp. (18,4%),
Klebsiella pneumoniae (7,8%) e Staphylococcus aureus (6,5%), sendo a infec¢ao do
trato urinario de maior ocorréncia dos casos, até 75%, principalmente em fungao do

uso frequente de cateterizagao vesical.
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No presente estudo, a média de tempo de internagdo dos casos que tiveram
diagnostico de infecgao hospitalar foi de 28,4 dias, sendo muito superior aos casos
de infecgao comunitaria, que foi de 10,2 dias, em média. A ocorréncia de infecgao
nosocomial mantém os pacientes mais tempo internados, aumentando em muito a
sua vulnerabilidade ao risco de adquirir outras complicagdes. As consequéncias por
permanecer mais tempo internado, como a piora nos casos em que o paciente ja
esta debilitado pelo motivo de internagao hospitalar, muito freqientemente iniciando
processos de desnutricdo, passando a ter a necessidade da utilizacdo de
medicamentos antibiéticos de largo espectro, utilizacdo de procedimentos invasivos
e cateteres de acesso venoso central, induzem maiores riscos para complicagdes
infecciosas. O prolongamento do tempo de internagdo, em razado de infecgbes
contraidas em ambientes hospitalares, gera importantes custos extras que poderiam
ser economizados e aplicados em medidas preventivas (SCHUMACHER &

SCHULGEN, 1996).

As medidas de controle de infec¢do, desde as mais simples, como a lavagens
das maos, até procedimentos mais complexos, devem ser implementadas e ter
vigilancia constante. Um estudo analisando custos com infec¢gdes nosocomiais por
Staphylococcus aureus, em unidades hospitalares, especialmente em setores de
tratamento intensivo e de procedimentos cirurgicos, demonstrou uma significativa
reducao nos custos financeiros apés medidas técnicas de preveng¢ao, com o objetivo
de reducdo nos indices de infeccdo hospitalar, nestes estabelecimentos
(KAPPSTEIN & DASCHENER, 1991). Nos Estados Unidos da América, os custos
referentes aos gastos com pacientes acometidos de infecgdo hospitalar ultrapassam

a faixa de 5 bilhdes de ddlares anuais (WENZEL, 1985).
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Os métodos de identificagdo microbiolégicos tradicionalmente utilizados
devem seguir rigorosas normas e procedimentos, desde a forma da coleta de
material, horario, local, quantidade e qualidade de material representativo do local da
infeccdo e transporte do material ao laboratério. Uma utilizacdo ou realizacéo
inadequada desses processos pode ocasionar falhas na identificagdo de agentes
etiolégicos infecciosos, consequentemente, prejudicando o tratamento a ser

dispensado aos doentes (FERREIRA & SOUSA, 2000).

Os laboratérios de microbiologia, além de identificarem agentes infecciosos,
auxiliam no monitoramento das populagdes dos agentes infecciosos e suas
interagbes com os seres humanos, auxiliando desde a investigacdo clinica e
diagndstica até as medidas terapéuticas das doencgas infecto-contagiosas. Para
tanto, a estrutura laboratorial deve ser capaz de estabelecer informacées da melhor
forma de isolamento e identificagdo das amostras, reconhecimento da microbiota
para estudos epidemiolégicos, fornecimento de resultados rapidos e, para os
hospitais, fornecer informagdes relacionadas as infec¢gdes hospitalares (BRASIL,
2004), agentes etiolégicos e desta forma auxiliar o profissional médico a empregar

as terapéuticas adequadas aos pacientes.

Em relagcdo aos pacientes que evoluiram a o6bito, os casos associados com
infecgcdo comunitaria foram de 13 e os ndo associados a infecgao hospitalar foram 2,
em um total de 15 &bitos. Nao vimos relagao direta desses casos com a variabilidade
genética encontrada. Em estudo epidemioldégico multicéntrico, na Franga, onde
foram avaliadas a morbidade e mortalidade hospitalar associada direta ou
indiretamente com infecgcédo hospitalar, os resultados mostraram que 6,% dos casos

de morte foram diretamente atribuidos a infecgdo hospitalar e 26,6% dos oébitos
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registrados tiveram alguma associacdo com infec¢cao hospitalar (KAOUTAR et al,
2004).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibidticos pode ser
considerado uma consequéncia genética inevitavel da atividade humana, ao impor
novos tipos de pressao seletiva sobre as populagdes de microorganismos. A rapidez
com que as bactérias se adaptam as alteracbes do meio ambiente € evidenciada
pela brevidade com que desenvolvem resisténcia a novos antibioticos (NETO et al,

2000).

Nas infecgdes por Escherichia coli, tanto nos casos de infeccao hospitalar
como nas comunitarias, ocorreu um predominio de infeccdo urinaria. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura e confirmam a alta ocorréncia desta
bactéria nas doencas infecciosas do trato urinario. Ademais, outra bactéria Gram
negativa como o Enterobacter sp. foi encontrada em varios casos de infec¢gado do
trato urinario no nosso estudo. Estes resultados estdo de acordo com a literatura,
mostrando que estes dois agentes sao frequentes nas infecgbes do trato génito-
urinario tanto em infeccdo comunitaria como infecgdo nosocomial (KOCH &

ZUCOLOTTO, 2003; FOXMAN, 2003).

No presente estudo, as infeccdes hospitalares causadas por Klebsiella sp.,
Pseudomonas aeroginosa e Proteus mirabillis apresentaram-se distribuidas em
varios sitios topograficos. Os sitios topograficos prevalentes foram do trato urinario,
de ferida cirurgica, de infecgdes por acesso vascular e broncopneumonia. Estes
resultados coincidem com os sitios topograficos de infecgées hospitalares descritos
em outros estudos (METINTAS, 2004).

No grupo dos Staphylococcos aureus identificados no estudo, foram

relacionados principalmente com o diagndstico de broncopneumonia e doengas na
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pele, sendo esses os sitios topograficos preferenciais desse agente infeccioso. As
infeccbes por Staphylococcos aureus, além de serem prevalentes em nivel
hospitalar, sdo também responsaveis por surtos de infecgao hospitalar. Além disso,
essa bactéria exibe niveis mais elevados de resisténcia aos antimicrobianos, o que,

sem duvida, € um fator agravante de grande importancia.

Os estudos na Europa para acompanhamento evolutivo das cepas de
Staphylococcus aureus resistentes ou nao a meticilina, através de perfis de
macrorestriccdo e RFLP, demonstram, a partir de amostras conservadas desde
1960, a presenca de genes ligados a resisténcia desses microorganismos aos

antibiéticos e sua disseminagao naquele continente (CRISOSTOMO et al. 2001).

Os testes de sensibilidade aos antibioticos dos agentes infecciosos realizados
por meio do método de difusdo em discos, aplicados em placas de agar semeados
com as amostras bacterianas e avaliadas neste estudo, revelaram padrdes distintos

de resisténcia bacteriana (Tabela 3).

A crescente resisténcia bacteriana aos antibiéticos € mediada por fatores
extracromossémicos (plasmideos e transposons) que podem ser transferidos para
outros microrganismos. O padrao de resisténcia conferido por estes fatores envolve
antibidticos de um mesmo grupo e de grupos distintos, permitindo que a selegéo

possa ser gerada por qualquer uma destas drogas (COUTO & PEDROSA, 1999).

Os plasmideos sdo constituidos por segmentos circulares de DNA, com
localizacdo extracromossOmica, capazes de se replicarem, independentemente do
cromossomo bacteriano. Embora bem menores que o cromossomo bacteriano, os

plasmideos contém a informagao genética de muitas propriedades importantes para
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a bactéria, entre as quais a resisténcia a antibiéticos (plasmideos de resisténcia)

(BROOCKS, BUTEL & MORSE, 2000).

Em estudo realizado em 2 hospitais iranianos com nivel de resisténcia de 42%
em 182 isolados de Enterococcus faecalis a gentamicina, foi identificada a
associagdao de plasmideos conjugativos com o0 mecanismo de transmissdo da
resisténcia. A analise do material genético plasmideal, apds clivagem com as
enzimas de restricdo EcoRl e Hindll, demonstrou a variabilidade genética plasmidial,
justificando a ocorréncia de surtos hospitalares e a persisténcia de infecgdes por
esse agente em unidades desses hospitais (FEIZABADI et al, 2004). No presente
estudo nao foram realizados experimentos para analise do plasmideal das amostras

isoladas.

Em nosso estudo, os perfis de RFPL-PCR do segmento 16S DNAr das
amostras bacterianas estudadas ndo permitiram correlacionar os ribotipos com a
infeccdo comunitaria ou infeccao hospitalar. Dentre as amostras estudadas, sete de
Pseudomonas aeruginosa, duas de Klebsiella sp e duas de Staphylococcos aureus
apresentaram perfil de resisténcia bacteriana, de acordo com NCCLS. Entretanto, os
perfis de restricdo encontrados para estas espécies nao possibilitaram correlacionar

os ribotipos encontrados com os resultados de resisténcia a antibidticos.

A variabilidade genética do fragmento do gene 16S de DNAr das diferentes
espécies de bactérias estudadas mostrou que Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Enterobacter sp. apresentaram 3 ribotipos distintos e que as demais
espécies apresentaram 2 ribotipos com as endonucleases de restricao utilizadas. A
utilizacdo de um maior numero de enzimas de restricido possivelmente poderia

revelar a existéncia de uma maior variabilidade genética que a observada.
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No presente estudo, das 10 diferentes endonucleases de restricao utilizadas,
apenas 5 foram capazes de clivar o fragmento amplificado (Tabela 3). Takahashi et
al. (1998), caracterizando cepas de Enterococcus faecalis causadoras de surto de
infecgdes de trato urinario em pacientes internados através da técnica de RAPD,
demonstraram nao apenas uma elevada variabilidade genética das amostras, mas
também foram capazes de rastrear a forma de transmisséo dos casos, enfatizando a
utiidade desta técnica molecular nos estudos de epidemiologia hospitalar de
doencas infecciosas. A utilizagdo de métodos moleculares para a diferenciagcao de
cepas Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina mostrou que a clivagem do
DNA gendmico de 45 cepas com as enzimas de restricdo Hindlll e Haelll permitiu a

identificacdo de 21 subtipos diferentes (SAVOR et al, 1998).

A utilizacdo da amplificagcdo do gene da regido 16S DNAr, associada com
técnicas de hibridizacdo in situ para a deteccdo de infecgao por estafilococos, se
mostrou muito util, sugerindo ser esta uma importante ferramenta na detecgédo e
diferenciagdo desses e podendo ser também para agentes microorganismos
fastidiosos (KRIMER et al, 1999). O sequenciamento da regiao 16S rDNA de
Bulkholderia pseudomallei e Bulkholderia mallei, duas espécies de bactéria de
interesse veterinario, indicou ser um método rapido para a identificagdo dos agentes
etiolégicos quando comparado aos métodos bioquimicos microbioldgicos tradicionais

(GEE et al, 2003).

A regiao 16S rDNA tem sido utilizada como importante alvo para a detecgao e
identificacdo de bactérias em diferentes areas. Na microbiologia do solo, por
exemplo, a utilizacdo da PCR para amplificacdo do gene 16S € de grande
importancia para o conhecimento da variabilidade de microrganismos no solo, uma

vez que a maioria das bactérias presentes neste ambiente sao de dificil crescimento
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em meios de cultura disponiveis e, desta forma, sua deteccdo e identificacédo
diretamente de amostras do solo permitem avaliar a heterogeneidade da microbiota
(MACRAE, 2000). Nas diversas areas da saude, a utilizagdo de métodos de analise
molecular diretamente de material clinico tem auxiliado no diagndstico, na conduta
terapéutica e tem proporcionando avangos importantes nos estudos
epidemioldgicos. Em estudo analisando amostras de liquor, medula éssea e liquido
pleural, utilizando PCR do gene 16S DNAr e analise filogenética dessas sequéncias,
Nikkari et al (2002) identificaram agentes n&o isolados por técnicas convencionais de
microbiologia. Isso mostra o grande potencial das técnicas moleculares no
esclarecimento de doencgas infecciosas graves ou até letais, de causas né&o

identificaveis através de técnicas convencionais.

Métodos moleculares tém sido empregados em diferentes areas de atividade
clinica, por exemplo, na area de saude bucal, na avaliacdo de doencas infecciosas
peridontais e na identificagdo dos seus agentes etioldgicos microbianos. Hutter et al
(2003), analisando 26 amostras da regido subgengival de pacientes com
peridontidites e utilizando 2 pares de iniciadores para PCR da regido 16S DNAr,
verificaram uma grande variabilidade genética das amostras isoladas. Em estudo
realizado por Frank et al (2003), mediante analise de genes do DNA ribossomal de
bactérias presentes em material coletado de orelha externa, detectaram agentes
causadores de infec¢des otorrinolaringolégicas habitualmente ndo isolados por
meios de cultivos convencionais. Os autores sugeriram que o conduto auditivo
externo pode servir como reservatério para agentes infecciosos comensais e que

estes agentes podem contribuir para a patogénese de infec¢gdes no ouvido médio.

Podglagen et al (2003), estudando fragmentos de tecido de valvulas

cardiacas para a deteccdo de bactérias causadoras de endocardites infecciosas e
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utilizando iniciadores dirigidos para a regidao 16S DNAr, observaram que o método
molecular foi cerca de 20% mais sensivel quando comparado aos métodos
microbiolégicos tradicionais. Além disso, a utilizagdo da PCR possibilitou a
identificacdo dos agentes infecciosos e a implementacdo de terapéuticas

adequadas.

No presente estudo, a analise das amostras de cultura de bactérias por meio
da PCR-RFLP apresentou uma variabilidade genética semelhante entre as
provenientes de infeccbes hospitalares e as de origem comunitaria, mostrando a
presenca destas cepas em ambos os ambientes. Da mesma forma, as cepas
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella sp., que exibiram perfis de resisténcia aos
antibiéticos, foram tanto de origem comunitaria como hospitalar, diferentemente das
2 amostras de Staphylococcus aureus resistentes que foram de origem intra-

hospitalar.

Os resultados do presente estudo evidenciaram a presenca de
heterogeneidade genética em todos os 6 grupos bacterianos analisados. A
possibilidade da realizagao desse procedimento técnico rotineiramente servira como
um importante instrumento para investigagao clinica e epidemiolégica, podendo ser

utilizado de forma pratica nos estudos de epidemiologia da infecgdo hospitalar.



6 — CONCLUSOES

O tamanho do produto amplificado do gene DNAr 16S foi idéntico para as

diferentes amostras estudadas.

A amplificacdo de DNAr 16S a partir de amostras de cultura mostrou-se um

meétodo simples e reprodutivel.

A PCR-RFLP mostrou diferengcas marcantes na variabilidade genética das

espécies estudadas.

A caracterizacdo das amostras permitira a realizacdo de estudos de

epidemiologia molecular na infecgdo hospitalar.

Através da ribotipagem, nao foi possivel estabelecer, neste estudo, a relagao

entre a variabilidade genética e a resisténcia bacteriana.

A ribotipagem das amostras com as enzimas utilizadas nao permitiu distinguir

as amostras provenientes de infecgao comunitaria das de infeccado hospitalar.

As enzimas Avall e Haelll apresentaram melhor perfil de restricdo para a

maioria dos grupos bacterianos estudados.

A utilizacdo de métodos moleculares como avaliacdo de variabilidade
genética serve também como controle de qualidade aos métodos tradicionais

de identificagdo microbioldgica.



7 — PERSPECTIVAS

A caracterizagdo das variantes genéticas das espécies de microrganismos
causadores de doencgas infecciosas bacterianas € extremamente importante, por
varios fatores, como: perfil epidemiolégico dessas patologias, apresentagao clinica
dessas doengas, desenvolvimento de drogas antiinfecciosas, acompanhamento e

controle dos niveis de resisténcia desses microorganismos a terapia antibiotica.

O combate as doencas infecciosas através de medidas, tais como: boa
condicdo nutricional, qualidade de vida, vacinas e utilizacido racional de antibidticos,

se faz obrigatdrio.

As medidas profilaticas relacionadas a essas doengas passam,
necessariamente, por estudos clinicos minuciosos, a disponibilidade atual dos

métodos moleculares torna esse procedimento mais factivel.

Os estudos de genotipagem desses agentes infecciosos, incluindo outros
como virus e fungos, devem ser realizados em unidades hospitalares
individualmente, regionalmente em niveis geograficos mais abrangentes, obtendo-
se, assim, dados precisos e de maneira mais rapida, podendo, dessa forma, instituir

medidas racionais no controle das doencgas infecciosas.
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ANEXO A

Portaria n° 2616/GM em, 12 de maio de 1998

O Ministro do Estado da Saude interino, no uso das atribuicbes que lhe confere o
artigo 87, inciso Il da Constituicéo, e

Considerando as determinagdes da Lei n° 9431 de 6 de janeiro de 1997, que dispde
sobre a obrigatoriedade da manuteng@o pelos hospitais do pais, de Programa de
Controle de Infecgbes Hospitalares.

Considerando que as infecces Hospitalares constituem risco significativo a saude dos
usuarios dos hospitais, e sua prevengado e controle envolvem medidas de qualificagao
de assisténcia hospitalar, da vigilancia sanitaria e outras, tomadas no ambito do
Estado, do Municipio e de cada hospital, atinentes a seu funcionamento;

Considerando que o capitulo | artigo V e inciso Il da lei n® 8080 de 19 de setembro de
1990 estabelece como objetivo e atribuicdo do Sistema Unico de Saude (SUS), "a
assisténcia as pessoas por intermédio de a¢des de promogéo, protegéo e recuperagao
da Saude com a realizagdo integrada das agdes assistenciais e das atividades
preventivas".

Considerando que no exercicio da atividade fiscalizadora os oOrgdos estaduais de
saude deverdo observar, entre outros requisitos e condi¢des, a adogao, pela instituicéo
prestadora de servigos, de meio de prote¢do capazes de evitar efeitos nocivos a saude
dos agentes, clientes, pacientes e dos circunstantes, (Decreto n° 77 052 de
19/01/1976, artigo 2°, inciso IV);

Considerando os avangos técnicos-cientificos os resultados do Estudo Brasileiro da
Magnitude das Infecgbes Hospitalares, Avaliagdo da Qualidade das Agdes de Controle
de Infeccdo Hospitalar o reconhecimento mundial destas agbes como as que
implementam a melhoria da qualidade da assisténcia a saude, reduzem esforgos,
problemas, complicagdes e recursos;

Considerando a necessidade de informagdes e instrugéo oficialmente constituida para
respaldar a formagao técnico/profissional, resolve:

Art.. 1° Expedir na forma dos anexos I, Il, lll, IV e V, diretrizes e normas para
prevencao e o controle das infecgdes hospitalares.

Art. 2° As agbes minimas necessarias, a serem desenvolvidas, deliberada e
sistematicamente, com vistas a redugdo maxima possivel da incidéncia e da gravidade
das infec¢des dos hospitais, compde o Programa de Controle de Infeccbes
Hospitalares.
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Art. 3° A Secretaria de Politica de Saude, do Ministério da Saude, prestaré cooperagao
técnica as Secretarias Estaduais € Municipais de Saude, a fim de orienta-las sobre o
exato cumprimento, interpretacao das normas aprovadas por esta Portaria.

Art. 4° As Secretarias Estaduais € Municipais de Saude poderdo adequar as normas
conforme prevé a Constituicdo da Republica Federativa do Brasil de 1988.

Art. 5° A inobservancia ou o descumprimento das normas aprovadas por esta Portaria
sujeitara o infrator ao processo e as penalidades previstas na Lei n°® 6437 de 20 de
agosto de 1977, ou, outra que a substitua, com encaminhamento dos casos ou
ocorréncias ao Ministério Publico e érgdos de defesa do consumidor para aplicagéo da
legislacao pertinente (lei n° 8078/90 ou outra que a substitua).

Art. 6° Este regulamento deve ser adotado em todo o territério nacional, pelas pessoas
juridicas e fisicas, de direito publico e privado envolvidas nas atividades hospitalares
de assisténcia a saude.

Art. 7° Esta portaria entrard em vigor na data de sua publicacao.

Art. 8° Fica revogada a Portaria n° 930, de 27/08/92.

BARJAS NEGRI

PUBLICADA EM DIARIO OFICIAL EM 13/05/98

Anexo | - ORGANIZAGAO

1. 0 Programa de Controle de Infecgdes Hospitalares (PCIH) é um conjunto de agdes desenvolvidas
deliberada e sistematicamente, com vistas a redu¢do maxima possivel da incidéncia e da gravidade
das infecgdes hospitalares.

2. Para a adequada execugdo do PCIH os hospitais deverdo constituir Comissao de Controle de
Infecgdo Hospitalar (CCIH), 6rgao de assessoria a autoridade méxima da instituig@o e de execugéo das
acoes de controle de infecgéo hospitalar.

2.1 A CCIH devera ser composta por profissionais da area de saude, de nivel superior, formalmente

designados.

2.2 Os membros da CCIH ser&o de dois tipos: consultores e executores.

2.2.1 0 presidente ou coordenador da CCIH sera qualquer um dos membros da mesma, indicado pela
dire¢do do hospital.

2.3 Os membros consultores seréo representantes, dos seguintes servigos:

2.3.1 - servigo medico;
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2.3 2 - servico de enfermagem;
2.3.3 - servico de farmécia;

2.3.4 - laboratério de microbiologia;
2.3.5 - administracao.

2.4. Os hospitais com numero de leitos igual ou inferior a 70 (setenta) atendem os numeros 2.3.1 e
2.3.2.

2.5. Os membros executores da CCIH representam o Servigo de Controle de Infeccdo Hospitalar e,
portanto, séo encarregados da execugao das agdes programadas de controle de infecgao hospitalar;

2.5.1 - Os membros executores serdo, no minimo, 2 (dois) técnicos de nivel superior da area de saude
para cada 200 (duzentos) leitos ou fragdo deste numero com carga horaria diaria, minima, de 6 (seis)
horas para o enfermeiro e 4 (quatro) horas para os demais profissionais.

2.5.1.1 - Um dos membros executores deve ser, preferencialmente, um enfermeiro.

2512 - A carga horaria diaria, dos membros executores, devera ser calculada na base da
proporcionalidade de leitos indicado no numero 2.5.1

2.5.1.3 - Nos hospitais com leitos destinados a pacientes criticos, a CCIH devera ser acrescida de
outros profissionais de nivel superior da area de saude. Os membros executores terdo acrescidas 2
(duas) horas semanais de trabalho para cada 10 (dez) leitos ou frag&o;

2.5.1.3. 1 Para fins desta Portaria, consideram-se pacientes criticos:

2.5.1.3.1.1 pacientes de terapia intensiva (adulto, pediatrico, e neonatal);

2.5.1.3.1.2 pacientes de bercario de alto risco;

2.5.1.3.1.3 pacientes queimados;

2.5.1.3.1.4 pacientes submetidos a transplantes de 6rgaos;

2.5.1.3.1.5 pacientes hemato-oncolégicos;

2.5.1.3.1.6 pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.

2.5.1.4 - Admite-se, no caso do numero 2.5.1.3., 0 aumento do numero de profissionais executores na
CCIH, ou a relativa adequacao de carga horaria de trabalho da equipe original expressa no numero 2.5.
1;

2.5.1.5 - Em hospitais com regime exclusivo de internagéo tipo paciente -dia, deve-se atender aos
numeros 2.1, 2.2 e 23, e com rela¢do ao numero 2.5.1, a carga de trabalho dos profissionais sera de 2

(duas) horas diérias para o enfermeiro e 1 hora para os demais profissionais, independente do nimero
de leitos da instituicao.
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2.5.1.6.- Os hospitais poderdo consorciar-se no sentido da utilizagéo reciproca de recursos técnicos,
materiais € humanos, com vistas a implantagéo e manutengéo do Programa de Controle da Infecgao
Hospitalar.

2.5.1.7 - os hospitais consorciados deverao constituir CCIH propria, conforme os nimeros 2 e 2.1, com
relagdo aos membros consultores, e prover todos 0s recursos necessarios a sua atuagao.

2.5.1.8 - O consércio deve ser formalizado entre os hospitais componentes. Os membros executores,
no consorcio, devem atender aos numeros 2.5.1,2.5.1.1,2.5.1.2,25.1.3e 2.5.1.4.

COMPETENCIAS
3. A CCIH do hospital devera:

3.1 Elaborar, implementar, manter e avaliar programa de controle de infecgéo hospitalar, adequado as
caracteristicas e necessidades da instituicéo, contemplando, no minimo, agdes relativas a:

1. - implantagdo de um Sistema de Vigjlancia Epidemiologica das Infecgbes Hospitalares, de
acordo com o Anexo I,

3.1.2 - adequagéo, implementacao e supervisdo das normas e rotinas técnico-operacionais, visando a
prevencao e controle das infecgdes hospitalares;

3.1.3 - capacitagdo do quadro de funcionarios e profissionais da instituicdo, no que diz respeito a
prevencao e controle das infecgdes hospitalares;

4. uso racional de antimicrobianos, germicidas e materiais médico-hospitalares;

3.2 avaliar, periodica e sistematicamente, as informagdes providas pelo Sistema de Vigiléncia
Epidemioldgica das infecgbes hospitalares e aprovar as medidas de controle propostas pelos membros
executores da CCIH;

3.3 realizar investigacao epidemiolégica de casos e surtos, sempre que indicado, e implantar medidas
imediatas de controle;

4. elaborar e divulgar, regularmente, relatérios e comunicar, periodicamente, a autoridade maxima
de instituicdo e as chefias de todos os setores do hospital a situagado do controle das infecgdes
hospitalares, promovendo seu amplo debate na comunidade hospitalar,

3.5 elaborar, implementar e supervisionar a aplicagdo de normas e rotinas técnico-operacionais,
visando limitar a disseminacao de agentes presentes nas infecgdes em curso no hospital, por meio de
medidas de precaugao e de isolamento;

6. - adequar, implementar e supervisionar a aplicagdo de normas e rotinas técnico-operacionais,
visando a prevengao e ao tratamento das infecgdes hospitalares;

7. definir, em cooperagdo com a Comissao de Farmacia e Terapéutica, politica de utilizagao de
antimicrobianos, germicidas e materiais médico-hospitalares para a institui¢éo;
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8. cooperar com o setor de treinamento ou responsabilizar-se pelo treinamento, com vistas a
obter capacitagdo adequada do quadro de funcionéarios e profissionais, no que diz respeito ao
controle das infecgOes hospitalares;

9. elaborar regimento interno para a Comissao de Controle de Infecgdo Hospitalar;

10. cooperar com a agdo do 6rgdo de gestdo do SUS, bem como fornecer, prontamente, as
informacgdes epidemioldgicas solicitadas pelas autoridades competentes;

11. notificar, na auséncia de um nucleo de epidemiologia, ao organismo de gestdo do SUS, os
casos diagnosticados ou suspeitos de outras doencas sob Vigilancia epidemioldgica
(notificagdo compulsoria), atendidos em qualquer dos servigos ou unidades do hospital, e atuar
cooperativamente com os servigos de saude coletiva;

12. notificar ao Servigo de Vigilancia Epidemioldgica e Sanitaria do organismo de gestdo do SUS,
0s casos e surtos diagnosticados ou suspeitos de infecgbes associadas a utilizagdo de
insumos e/ou produtos industrializados.

4. Cabera a autoridade maxima da institui¢éo:

4.1 - constituir formalmente a CCIH;

4.2 - nomear os componentes da CCIH por meio de ato proprio;
4.3 - propiciar a infra-estrutura necessaria a correta operacionalizagao da CCIH;

4.4 aprovar e fazer respeitar o regimento interno da CCIH
4.5 garantir a participagdo do Presidente da CCIH nos 6rgaos colegiados deliberativos e formuladores
de politica da instituicdo, como, por exemplo, os conselhos técnicos, independente da natureza da

entidade mantenedora da instituicdo de saude;

6. garantir o cumprimento das recomendacdes formuladas pela Coordenagdo Municipal/Distrital
de Controle de Infecgao Hospitalar;

4.7 informar o 6rgao oficial municipal ou estadual quanto a composicéo da CCIH, e as alteragdes que
venham a ocorrer;

4.8 fomentar a educacgéo e o treinamento de todo o pessoal hospitalar.
5. A Coordenacio de Controle de Infecgdo Hospitalar, do Ministério da Satde, compete:

1. definir diretrizes de agdes de controle de infec¢do hospitalar;
2. apoiar a descentralizagdo das agdes de prevengao e controle de infecgdo hospitalar;

3. coordenar as agdes nacionais de prevengao e controle de infecgéo hospitalar;
4. estabelecer normas gerais para a prevencao e controle das infecgdes hospitalares;

5.5 estabelecer critérios, parametros e métodos para o controle de infecgéo hospitalar,
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5.6 promover a articulagdo com orgdos formadores, com vistas a difusdo do conteudo de
conhecimentos do controle de infec¢do hospitalar,

5.7 cooperar com a capacitagdo dos profissionais de saude para o controle de infec¢do hospitalar,

5.8 identificar servigos municipais, estaduais e hospitalares para o estabelecimento de padrdes
técnicos de referéncia nacional;

5.9 prestar cooperacdo técnica, politica e financeira aos Estados e aos Municipios, para
aperfeigoamento da sua atuagdo em prevengao e controle de infecgdo hospitalar;

5.10 acompanhar e avaliar as a¢fes implementadas, respeitadas as competéncias estaduais/distrital e
municipais de atuagéo, na prevencgéo e controle das infecgbes hospitalares;

5.11estabelecer sistema nacional de informagdes sobre infec¢do hospitalar na area de Vigiléncia
Epidemioldgica;

5.12 estabelecer sistema de avaliagdo e divulgacdo nacional dos indicadores da magnitude e gravidade
das infecgdes hospitalares e da qualidade das agbes de seu controle;

5.13 planejar agdes estratégicas em cooperagdo técnica com os Estados, Distrito Federal e os
Municipios;

5.14 acompanhar, avaliar e divulgar os indicadores epidemiolégicos de infec¢do hospitalar.
6. As Coordenagdes Estaduais e Distrital de Controle de Infecgao Hospitalar, compete:

6.1 definir diretrizes de agéo estadual/distrital, baseadas na politica nacional de controle de infecgéo
hospitalar;

6.2 estabelecer normas, em carater suplementar, para a prevengao e controle de infec¢do hospitalar;
6.3 descentralizar as a¢des de prevengao e controle de infecgao hospitalar dos Municipios;

6.4 prestar apoio técnico, financeiro e politico aos municipios, executando, supletivamente, agdes e
servigos de saude, caso necessario;

6.5 coordenar, acompanhar, controlar e avaliar as agdes de prevencgéo e controle de infec¢do hospitalar
do Estado e Distrito Federal;

6.6 acompanhar, avaliar e divulgar os indicadores epidemiolégicos de infec¢do hospitalar;

6.7 informar, sistematicamente, & Coordenacgdo de Controle de Infec¢do Hospitalar, do Ministério da
Salde, a partir da rede distrital, municipal e hospitalar, os indicadores de infecgdo hospitalar
estabelecidos.

7. As Coordenagdes Municipais de Controle de Infecgio Hospitalar, compete:

7.1 coordenar as agdes de prevencéo e controle de infec¢do hospitalar na rede hospitalar do Municipio;
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7.2 participar do planejamento, da programacdo e da organizagdo da rede regionalizada e
hierarquizada do SUS, em articulagdo com a Coordenagao Estadual de controle de infecgéo hospitalar;

7.3 colaborar e acompanhar os hospitais na execugéo das agdes de controle de infec¢do hospitalar;
7.4 prestar apoio técnico as CCIH dos hospitais;

7.5 informar, sistematicamente, a Coordenagdo Estadual de controle de infecgdo hospitalar do seu
Estado, a partir da rede hospitalar, os indicadores de infecgao hospitalar estabelecidos.

Anexo lI
CONCEITOS E CRITERIOS DIAGNOSTICOS DAS INFECGOES HOSPITALARES
1. Conceitos basicos.
1.1 - Infecgao comunitaria (IC):

1.1.1 - é aquela constatada ou em incubacao no ato de admisséo do paciente, desde que néo
relacionada com internagao anterior no mesmo hospital.

1.1.2 S&o também comunitarias:

1.1.2.1 - a infecgdo que estd associada com complicagdo ou extensdo da infec¢do ja presente na
admissdo, a menos que haja troca de microrganismos com sinais ou sintomas fortemente sugestivos
da aquisi¢do de nova infeccao;

1.1.2.2 a infeccdo em recém-nascido, cuja aquisicdo por via transplacentaria é conhecida ou foi
comprovada e que tornou-se evidente logo apds o nascimento (exemplo: herpes simples,
toxoplasmose, rubéola, citomegalovirose, sifilis e AIDS);

1.1.2.3 as infecgbes de recém-nascidos associadas com bolsa rota superior a 24 (vinte e quatro) horas.

1.2 infecg@o hospitalar (IH):

1.2.1 é aquela adquirida apds a admissao do paciente e que se manifeste durante a internagdo ou apos
a alta, quando puder ser relacionada com a internagao ou procedimentos hospitalares.

2. Critérios para diagndstico de infecgao hospitalar, previamente estabelecidos e descritos.
2.1 Principios:
2.1.1 o diagnéstico das infecgdes hospitalares devera valorizar informagdes oriundas de:
2.1.1.1 evidéncia clinica, derivada da observacao direta do paciente ou da analise de seu prontuario;

2.1.1.2 resultados de exames de laboratdrio, ressaltando-se os exames microbioldgicos, a pesquisa de
antigenos, anticorpos e métodos de visualizagao.

2.1.1.3 evidéncias de estudos com métodos de imagem;
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2.1.1.4 endoscopia;
2.1.1.5 biopsia e outros.
2.2 Critérios gerais:

2.2.1 quando, na mesma topografia em que foi diagnosticada infecgdo comunitéria, for isolado um
germe diferente, seguido do agravamento das condigdes clinicas do paciente, o caso devera ser
considerado como infecgéo hospitalar;

2.2.2 quando se desconhecer o periodo de incubagao do microrganismo e nao houver evidéncia clinica
e/ou dado laboratorial de infecgdo no momento da internagéo, convenciona-se infecgéo hospitalar toda
manifestagédo clinica de infec¢do que se apresentar a partir de 72 (setenta e duas) horas ap6s a
admissao;

2.2.3 séo também convencionadas infec¢des hospitalares aquelas manifestadas antes de 72 (setenta e
duas) horas da internacdo, quando associadas a procedimentos diagnosticos ef/ou terapéuticas,
realizados durante este periodo;

2.24 as infecgdes no recém-nascido sdo hospitalares, com exce¢do das transmitidas de forma
transplacentéria e aquelas associadas a bolsa rota superior a 24 (vinte e quatro) horas;

2.2.5 0s pacientes provenientes de outro hospital que se internam com infec¢do, sdo considerados
portadores de infec¢do hospitalar do hospital de origem infecgdo. Nestes casos, a Coordenagao
Estadual/Distrital/Municipal e/ou o hospital de origem deveréo ser informados para computar o episédio
como infecgao hospitalar naquele hospital.

3. Classificagao das cirurgias por potencial de contaminagéo da incis&o cirurgica

3.1 as infecgdes pos-cirurgicas devem ser analisadas conforme o potencial de contaminagéo da ferida
cirurgica, entendido como o numero de microrganismos presentes no tecido a ser operado;

3.2 a classificagao das cirurgias devera ser feita no final do ato cirirgico, pelo cirurgido, de acordo com
as seguintes indicagoes:

3.2.1 Cirurgias Limpas - sdo aquelas realizadas em tecidos estéreis ou passiveis de descontaminagéo,
na auséncia de processo infeccioso e inflamatorio local ou falhas técnicas grosseiras, cirurgias eletivas
com cicatrizagdo de primeira intencdo e sem drenagem aberta. Cirurgias em que n&o ocorrem
penetracdes nos tratos digestivo, respiratorio ou urinario;

3.2.2 Cirurgias Potencialmente Contaminadas - séo aquelas realizadas em tecidos colonizados por
flora microbiana pouco numerosa ou em tecidos de dificil descontaminagéo, na auséncia de processo
infeccioso e inflamatério e com falhas técnicas discretas no transoperatorio. Cirurgias com drenagem
aberta enquadram-se nesta categoria. Ocorre penetracdo nos tratos digestivo, respiratdrio ou urinario
sem contaminag&o significativa.

3.2.3 Cirurgias Contaminadas - s@o aquelas realizadas em tecidos recentemente traumatizados e
abertos, colonizados por flora bacteriana abundante, cuja descontaminagéo seja dificil ou impossivel,
bem como todas aquelas em que tenham ocorrido falhas técnicas grosseiras, na auséncia de
supuragao local. Na presenca de inflamagao aguda na incisdo e cicatrizagdo de segunda intengéo, ou
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grande contaminagao a partir do tubo digestivo. Obstrucéo biliar ou urinaria também se incluem nesta
categoria.

3.2.4 Cirurgias Infectadas - s&o todas as intervengdes cirlrgicas realizadas em qualquer tecido ou
drgéo, em presenca de processo infeccioso (supuragao local) e/ou tecido necrotico.

Anexo lll

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA E INDICADORES EPIDEMIOLOGICOS DAS INFECGOES
HOSPITALARES

1. Vigiléncia Epidemioldgica das infecgdes hospitalares é a observagéo ativa, sistematica e continua de
sua ocorréncia e de sua distribui¢do entre pacientes, hospitalizados ou néo, e dos eventos e condigdes
que afetam o risco de sua ocorréncia, com vistas a execugdo oportuna das acdes de prevengdo e
controle.

2.A CCIH devera escolher o método de Vigilancia Epidemioldgica mais adequado as caracteristicas do
hospital a estrutura de pessoal e a natureza do risco da assisténcia, com base em critérios de
magnitude, gravidade, redutibilidade das taxas ou custo.

2.1 Sao indicados os métodos prospectivos, retrospectivos e transversais, visando determinar taxas de
incidéncia ou prevaléncia.

3. Sao recomendados os métodos de busca ativos de coleta de dados para Vigilancia Epidemiolégica
das infeccdes hospitalares.

4. Todas as alteragbes de comportamento epidemioldgico deverdo ser objeto de investigagao
epidemioldgica especifica.

5. Os indicadores mais importantes a serem obtidos e analisados periodicamente no hospital e,
especialmente, nos servigos de Bergario de Alto Risco, UTI (adulto/pediatrica/neonatal) Queimados,
Sao;

5.1 Taxa de Infeccdo Hospitalar, calculada tomando como numerador o numero de episddios de
infeccdo hospitalar no periodo considerado e como denominador o total de saidas (altas, bitos e
transferéncias) ou entradas no mesmo periodo;

5.2 Taxa de Pacientes com infecgdo Hospitalar, calculada tomando como numerador o numero de
doentes que apresentaram infecgdo hospitalar no periodo considerado, e como denominador o total de
saidas (altas, 6bitos e transferéncias) ou entradas no periodo;

5.3 Distribuicdo Percentual das Infecgdes Hospitalares por localizagdo topogréfica no paciente,
calculada tendo como numerador o numero de episddios de infec¢do hospitalar em cada topografia, no
periodo considerado e como denominador o nimero total de episddios de infecgdo hospitalar ocorridos
no periodo;

5.4 Taxa de Infeccbes Hospitalares por Procedimento, calculada tendo como numerador o nimero de
pacientes submetidos a um procedimento de risco que desenvolveram infecgdo hospitalar e como
denominador o total de pacientes submetidos a este tipo de procedimento.
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Exemplos:

Taxa de infecgo do sitio cirurgico, de acordo com o potencial de contaminacao.
Taxa de infeccao apds cateterismo vesical.

Taxa de pneumonia ap6s uso de respirador.

5.5 Recomenda-se que os indicadores epidemiologicos dos numeros 5, 1. e 5.2. sejam calculados
utilizando-se no denominador o total de pacientes dia, no periodo.

5.5.1 O numero de pacientes dia é obtido somando-se os dias totais de permanéncia de todos os
pacientes no periodo considerado.

5.6 Recomenda-se que o indicador do numero 5.4 pode ser calculado utilizando-se como denominador
o numero total de procedimentos dia.

5.6.1 0 nimero de pacientes dia € obtido somando-se o total de dias de permanéncia do procedimento
realizado no periodo considerado.

5.7 Outros procedimentos de risco poderdo ser avaliados, sempre que a ocorréncia, respectiva o
indicar, da mesma forma que é de utilidade o levantamento das taxas de infec¢do do sitio cirdrgico, por
cirurgido e por especialidade.

8. Freqléncia das Infecgcbes Hospitalares por microrganismos ou por etiologias, calculada tendo
como numerador o numero de episddios de infec¢do hospitalar por microrganismo e como
denominador o numero de episddios de infec¢des hospitalares que ocorreram no periodo
considerado.

5.9 Coeficiente de Sensibilidade aos Antimicrobianos, calculado tendo como numerador o nimero de
cepas bacterianas de um determinado microorganismo sensivel a determinado antimicrobiano e como
denominador o numero total de cepas testadas do mesmo agente com antibiograma realizado a partir
das espécimes encontradas.

5.10 Indicadores de uso de antimicrobianos.

5.10.1 Percentual de pacientes que usaram antimicrobianos (uso profilatico ou terapéutica) no periodo
considerado. Pode ser especificado por clinica de internagéo. E calculado tendo como numerador o
total de pacientes em uso de antimicrobiano e como denominador o numero total de pacientes no
periodo.

5.10.2 Freqiiéncia com que cada antimicrobiano & empregado em relagdo aos demais. E calculada
tendo como numerador o total de tratamentos iniciados com determinado antimicrobiano no periodo, e
como denominador o total de tratamentos com antimicrobianos iniciados no mesmo periodo.

5.11 Taxa de letalidade associada a infecgao hospitalar, é calculada tendo como numerador o nimero
de 6bitos ocorridos de pacientes com infecgao hospitalar no periodo considerado, e como denominador
0 numero de pacientes que desenvolveram infecgé@o hospitalar no periodo.
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5.12 Consideram-se obrigatorias as, informagdes relativas aos indicadores epidemioldgicos 5.1, 5.2,
5.3 e 511, no minimo com relacdo aos servicos de Bercario de alto risco, UTI (adulto/
pediatrica/neonatal) e queimados

6. Relatdrios e Notificagcbes

6.1 A CCIH devera elaborar periodicamente um relatério com os indicadores epidemiologicos
interpretados e analisados. Esse relatério devera ser divulgado a todos os servicos e a diregéo,
promovendo-se seu debate na comunidade hospitalar.

6.2 O relatdrio devera conter informagdes sobre o nivel endémico das infecgdes hospitalares sob
vigilancia e as alteragcbes de comportamento epidemioldgico detectadas, bem como as medidas de
controle adotadas e os resultados obtidos.

6.3 E desejavel que cada cirurgido receba, anualmente, relatério com as taxas de infecgdo em cirurgias
limpas referentes as suas atividades, e a taxa média de infec¢édo de cirurgias limpas entre pacientes de
outros cirurgides de mesma especialidade ou equivalente.

6.4 O relatdrio da vigilancia epidemiologica e os relatérios de investigagdes epidemiolégicas deverdo
ser enviados as Coordenagdes Estaduais/ Distrital/Municipais € a Coordenagdo de Controle de
Infeccdo Hospitalar do Ministério da Saude, conforme as normas especificas das referidas
Coordenagdes.

Anexo IV

LAVAGEM DAS MAOS

1. Lavagem das maos é a fricgdo manual vigorosa de toda a superficie das méos e punhos, utilizando-
se sabao/detergente, seguida de enxagle abundante em agua corrente.

2. A lavagem das mé&os é, isoladamente, a acdo mais importante para a prevengédo e controle das
infeccdes hospitalares.

3. O uso de luvas n&o dispensa a lavagem das maos antes e apds contatos que envolvam mucosas,
sangue outros fluidos corpdreos, secre¢des ou excregdes.

4. A lavagem das maos deve ser realizada tantas vezes quanto necessaria, durante a assisténcia a um
Unico paciente, sempre que envolver contato com diversos sitios corporais, entre cada uma das
atividades.

4.1 A lavagem e anti-sepsia cirurgica das méaos é realizada sempre antes dos procedimentos cirlrgicos.

5. A decisdo para a lavagem das maos com uso de anti-séptico deve considerar o tipo de contato, o
grau de contaminagéo, as condi¢des do paciente e o procedimento a ser realizado.

5.1 Alavagem das méos com anti-séptico é recomendada em:
 realizagdo de procedimentos invasivos;

« prestacdo de cuidados a pacientes criticos;
 contato direto com feridas e/ou dispositivos invasivos, tais como cateteres e drenos.
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6. Devem ser empregadas medidas e recursos com o objetivo de incorporar a préatica da lavagem das
maos em todos os niveis da assisténcia hospitalar.

6.1 A distribuicdo e a locacdo de unidades ou pias para lavagem das maos, de forma a atender a
necessidade nas diversas areas hospitalares, além da presenga dos produtos, é fundamental para a
obrigatoriedade da pratica.

Anexo V
RECOMENDAQC)ES GERAIS.

1 A utilizagdo dos. anti-sépticos, desinfetantes e esterilizantes seguira as determinagdes da Portaria n°
15, de 23 de agosto de 1988, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS)/ do Ministério da Saude e o
Processamento de Artigos e Superficies em Estabelecimentos de Saude/ MS, 22 edi¢do, 1994, ou
outras que as complementem ou substituam.

1.1 N&o sé@o recomendadas, para a finalidade de anti-sepsia, as formulagdes contendo mercurios
orgénicos, acetona, quaternario de amdnio, liquido de Dakin, éter e cloroformio.

2. As normas de limpeza, desinfecgdo e esterilizagdo sdo aquelas definidas pela publicagdo do
Ministério da Saude, Processamento de Artigos e Superficies em Estabelecimentos de Saude, 2°
edicdo, 1994 - principios ativos liberados conforme os definidos pela Portaria d 15, SVS, de 23 de
agosto de 1988, ou outras que a complementem ou substituam.

3. As normas de procedimentos na area de Microbiologia s&o aquelas definidas pela publicagcdo do
Ministério da Saude - Manual de Procedimentos Basicos em Microbiologia Clinica para o Controle de
Infecgdo Hospitalar, 12 edi¢do, 1991, ou outras que as complementem ou substituam.

4. As normas para lavanderia séo aquelas definidas pela publicagédo do Ministério da Saude - Manual
de Lavanderia Hospitalar, 11 edi¢do, 1986, ou outras que as complementem ou substituam.

5. A Farmécia Hospitalar seguiré as orientagdes contidas na publicagcdo do Ministério da Saude - Guia
Basico para a Farmécia Hospitalar, 12 edi¢do, 1994, ou outras que as complementem ou substituam.



ANEXO B

Protocolo padrao para obtencao dos dados complementares a
partir das amostras analisadas

Numero da amostra - Unidade internacéo -

Nome paciente Registro -

Tipo de infeccdo—-IC( ) IH( ) - Sitio da infecgao -

Internagcao De / / até / /

Condicdo alta |Normal () Obito ()

Diagnosticos

Bactéria

Antibiograma
Resisténcia

Idade - Sexo ( )

Fatores de
risco
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