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RESUMO

As infecgBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) tém se tornado um problema
crescente na area da saude, especialmente devido a capacidade de bactérias
oportunistas como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii complexo de
formar biofilmes. Tornando-as resistentes a desinfetantes, antimicrobianos e assim
dificultando o controle e a disseminacdo de infec¢des oportunistas. Este trabalho teve
como objetivo analisar a presenca de P. aeruginosa e A. baumannii complexo em
colchdes e grades de UTI em hospitais publicos do DF, antes e depois da higienizacao,
comparando a persisténcia desses microrganismos depois da higienizacao terminal,
além de observar as cepas resistentes e sensiveis ao antimicrobianos mais utilizados na
medicina. Foram coletadas 32 amostras de 8 colchdes e 8 grades dos leitos da UTI, e
realizadas analises microbioldgicas e antibiogramas manuais, assim como a
confirmagao automatizada por método MALDI-TOF. Os resultados mostraram a
presenca de Pseudomonas aeruginosa em 2 amostras (10%) tanto antes quanto apds a
higienizacdo. Além disso, outra cepa de Pseudomonas, a P. putida, foi detectada em 9
amostras (28%) antes e depois da limpeza, sendo a mais prevalente deste estudo. A
persisténcia de Acinetobacter baumannii complexo nao foi observada, mas outra cepa
de Acinetobacter foi encontrada em uma amostra (3%), sendo a A. Iwoffii. As bactérias
estavam presentes nas amostras tanto antes quanto depois da limpeza, com
sensibilidade significativa a vdrios antimicrobianos que sdo utilizados na rotina
hospitalar.

Palavras-chave: Pseudomonas; Acinetobacter; Persisténcia bacteriana.
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1. INTRODUCAO

As infecgOes causadas por bactérias multirresistentes é um problema crescente
na area da saude. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) alerta para a resisténcia
antimicrobiana como um dos principais desafios do século 21, e prevé que até 2050,
esse problema podera ser responsavel por até 10 milhGes de dbitos por ano em todo o
mundo (CHAVEZ-JACOBO, 2020). O wuso indiscriminado e inadequado de
antimicrobianos é uma das principais causas da resisténcia bacteriana (CASTILHO et al.,

2024).

Devido a presenca de fatores de viruléncia, as bactérias descritas ao longo da
pesquisa apresentam maior resisténcia a desinfec¢do, devido a capsulas e estruturas
morfoldgicas. Em particular, esses microrganismos podem se tornar colonizadores
persistentes em leitos de Unidade de Terapia Intensiva (UTI), aumentando o risco de
infeccbes oportunistas em pacientes imunocomprometidos e imunossuprimidos

(AMARAL; CARVALHO, 2022).

Dentre os diversos patdégenos de grande importancia para infecgbes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), encontram-se a Pseudomonas aeruginosa € o
Acinetobacter baumannii complexo (KIM et al., 2020). Estas bactérias sdo consideradas
bacilos Gram negativos oportunistas, com facilidade de formar biofilmes e conhecidos
por serem patdégenos multirresistentes. Sendo assim, podendo sobreviver a
desinfetantes e antimicrobianos, o que dificulta o controle e a disseminacdo de

infecgdes (SANTANA; PEREIRA, 2019).

A resisténcia bacteriana tem sido um fator relevante no aumento dos indices de
mortalidade nos pacientes imunocomprometidos e imunossuprimidos, com isso, as
infecches por microrganismos resistentes em hospitais é significativa (PADIYARA,
INOUE; SPRENGER, 2018). Dentre as unidades hospitalares, a UTI é a que apresenta um
ambiente mais propicio a agentes patogénicos oportunistas (LIMA et al., 2020). Vérios
fatores contribuem para a colonizagdo de microrganismos resistentes em pacientes na
UTI, como idade, tempo de permanéncia hospitalar, grande fluxo de pacientes
submetidos a cirurgias invasivas, uso de cateteres, ventilagdio mecanica e o estado

imunoldgico dos pacientes (ARCANJO; OLIVEIRA, 2017).
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Segundo Lima et al. (2020), a capacidade da P. aeruginosa de formar biofilmes a
torna mais resistente a antimicrobianos, o que exige uma desinfeccio ambiental
eficiente para sua prevencdo. Todavia, estudos de Oliveira et al. (2017) relataram que a
utilizacdo de panos umidos com desinfetantes pode falhar, proliferando em até 10% de
microrganismos. Em relacdo aos produtos pesquisados, a aménia apresentou falhas no
processo de limpeza em 10%. Alguns desinfetantes sdo capazes de destruir alguns tipos
de esporos, sendo chamados de esterilizantes quimicos, mas requerem um tempo

determinado de exposi¢dao para garantir a higienizacao (SILVA; SILVA, 2021).

De acordo com Mahl e Rossi (2017), os colchGes hospitalares sdo uma das
superficies mais propensas a presenca de microrganismos, devido ao contato
prolongado com os pacientes. Segundo Kurihara et al. (2020), observa-se um alto
indice de infeccbes em pacientes hospitalizados devido a resisténcia de Pseudomonas
aeruginosa e de Acinetobacter baumannii complexo, mesmo apds a higienizacao

terminal dos colchdes e grades dos leitos da UTI.

Portanto, as IRAS representam um dos maiores desafios para a saude publica,
acarretando aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes, além de elevados
custos sociais e econdmicos para as populacdes e sistemas de saude (CASTILHO et al.,
2024). Dentre os microrganismos causadores de IRAS, Pseudomonas aeruginosa e o
Acinetobacter baumannii complexo se destacam como patdgenos oportunistas,
responsdveis por surtos hospitalares, especialmente em UTIs (DRESCH et al., 2018). A
relevancia clinica desses patdgenos é justificada pela sua alta prevaléncia em situac¢oes
endémicas, capacidade de formar biofilmes em dispositivos hospitalares, adquirir
resisténcia aos antimicrobianos e aos produtos de higienizacdo, contribuindo para sua

persisténcia no ambiente hospitalar (LIMA et al., 2020).

OBJETIVOS

Analisar a presenca de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
complexo nos colchGes e grades dos leitos de UTI em hospitais publicos do DF, antes da

higienizagdo e comparar com a persisténcia desses microrganismos depois da
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higienizacao terminal. Para entdo, observar se cepas de Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii complexo sdo sensiveis ou resistentes as classes de

antimicrobianos mais utilizadas na medicina.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii complexo podem ser
encontradas em diversos ambientes como agua, solo e plantas. Em individuos
saudaveis, essas bactérias ndo sao frequentemente associadas a problemas a saude, no
entanto, por serem oportunistas afetam os individuos imunocomprometidos (LUPO et
al., 2018). Os fatores que contribuem para o desenvolvimento do quadro infeccioso
incluem o tempo de permanéncia hospitalar, a exposicdo a procedimentos invasivos,
uso de cateteres, cancer, pacientes transplantados, queimaduras e o uso inadequado
de antimicrobianos (ABADI et al., 2019). Esses patégenos ndo sao encontrados apenas
em sondas, ventilagdo mecanica, ponta de cateteres, mas também nas superficies de
colchdes, leitos de UTI, maos, teclados de computadores e telefones de profissionais
da area de salde devido ao contato com o ambiente da UTI, por exemplo (PESSOA,

2022).

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria oportunista Gram-negativa da
familia Pseudomonadaceae, com morfologia de bastonete reto ou ligeiramente curvo e
aerdbio estrito. Possui reguladores enzimaticos que fazem com que isso gere uma
versatilidade metabdlica e consiga se adaptar a diversos ambientes (PANG et., 2019).
Esta bactéria apresenta resisténcia intrinseca e adquirida a diversos antimicrobianos e
ndo fermenta carboidratos, com sua patogenicidade dependendo da aderéncia as
células hospedeiras, sendo considerada uma das mais virulentas (LIMA, 2022). Além
disso, uma caracteristica desse grupo é a capacidade de produzir pigmentos
fluorescentes (pioverdina, piocianina, piorrubina e piomelanina) e tem um odor

adocicado, facilitando a identificacdo (LIMA, 2022).

Dentre as infecgOes causadas por P. aeruginosa, estdo as infecgdes hospitalares

adquiridas, incluindo a pneumonia associada a ventilacdo mecanica, infeccdo da
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corrente sanguinea, infeccdo relacionada ao cateter urindrio e infecges cirurgicas
(MERCHANT et al., 2018). Na fibrose cistica, uma doenca genética, P. aeruginosa é um
importante patdgeno respiratério, podendo afetar pacientes pela dgua contaminada
guando presente em equipamentos respiratorios (LIMA, 2022). Além disso, representa
um risco para pacientes de idade avancada, uso de ventilagdo mecanica e pacientes

imunossuprimidos (ABBAS et al., 2022).

O Acinetobacter baumannii complexo é um cocobacilo Gram-negativo curto e
pleomdrfico do género Acinetobacter, estritamente aerdbios, catalase positiva, nao
fermentador de carboidratos e podem se adaptar a diversos ambientes
(VASQUEZ-LOPEZ et al., 2020). Pode sobreviver por semanas ou meses, mesmo em
ambiente com baixa umidade, e tem tropismo por mucosas ou areas expostas, como o
sistema respiratoério e feridas cirdrgicas. A maioria dos casos estd associada a traumas e
procedimentos invasivos, podendo evoluir para infec¢des mais severas, como
pneumonia. A mortalidade relacionada a A. baumannii complexo em casos de
pneumonia associada a ventilagdo mecanica varia de 40% a 70% (BARBOSA et al.,

2023).

Esses patdgenos possuem a capacidade de resistir ao dessecamento a amplas
faixas de temperatura e pH, e apresentam também a capacidade de driblar os
mecanismos de defesa do hospedeiro, desenvolvendo resisténcia a antimicrobianos.
Estes microrganismos tém a capacidade de produzir biofilmes, os quais proporcionam
resisténcia aos antimicrobianos e dificultam sua remocdo durante o processo de
limpeza (QUEIROZ et al., 2022). Dentre as mais de 50 espécies do género, A. baumannii

é a mais virulenta (VASQUEZ-LOPEZ et al., 2020).

Nas unidades de atendimento médico, superficies proximas aos pacientes,
como leitos, grades e colchdes, podem acumular microrganismos causadores de
infeccBes, provenientes da colonizagao (microbiota normal e transitoria) de pacientes.
Esse fato aumenta a suspeita de que os colchdes abriguem patdgenos, inclusive
aqueles que sao multirresistentes. Embora a higiene dos colchdes seja importante, a
limpeza feita de forma incorreta pode transforma-los em um reservatério secundario
para microrganismos, que sao comumente encontrados em superficies imoveis de

hospitais. Portanto, a implementacdo de estratégias eficazes para controle de infeccdo,
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incluindo melhorias na limpeza e desinfeccio de superficies hospitalares, é
fundamental para prevenir a disseminacdo dessas bactérias em UTls, visto que os

pacientes estdo diariamente em contato com essas superficies (BARBOSA et al., 2023).

De acordo com o estudo de Doll (2018), foi avaliada a eficacia da limpeza em
UTIs e a remogao de P. aeruginosa e A. baumannii complexo. Embora a limpeza e
desinfeccdo tenham removido grande parte das bactérias, houve uma alta taxa de
contaminacdo bacteriana em superficies hospitalares. O estudo indica que P
aeruginosa e A. baumannii complexo sdo capazes de persistir apds a limpeza em leitos
de UTI, o que pode resultar em contaminagdo cruzada entre pacientes e contribuir para
a disseminacao dessas bactérias em ambientes hospitalares. Em outro estudo, foram
coletadas 87 amostras das superficies de equipamentos, das quais 39 (45%)
apresentaram crescimento bacteriano, com 25 (64,1%) mostrando crescimento apés o
processo de limpeza. Entre essas amostras, 5 (12,9%) eram bactérias Gram-negativas,

com 3 (7,7%) identificadas como Acinetobacter baumannii (LIMA et al., 2019).

Portanto, visto a alta patogenicidade desses microrganismos e visando a
necessidade de obter dados que contribuam relatando a realidade na persisténcia de
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii complexo na higienizacdo
terminal nos leitos de UTI, esta pesquisa teve como finalidade verificar a persisténcia
desses patdgenos mesmo depois a higienizacdo terminal, a fim de proporcionar um
melhor direcionamento para diminuir os custos de tratamento dos pacientes, reduzir o

numero de infecgdes e, consequentemente, o tempo de internacdo hospitalar.

3. METODO

Foi realizado um estudo analitico transversal prospectivo referente ao periodo
de agosto de 2023 a agosto de 2024, baseado em dados obtidos de culturas
laboratoriais de 32 amostras coletadas em um periodo de 3 meses por 32 swabs
estéreis de 8 colchGes e 8 grades, a partir de 8 leitos de UTI referente a hospitais
publicos do IGES-DF. Visando conferir a persisténcia de Pseudomonas aeruginosa e

Acinetobacter baumannii complexo a desinfetantes e produtos de limpeza
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generalizados. Coletadas na UTI, as amostras procedentes de todos os leitos e colchdes
foram analisadas de acordo com a sua procedéncia, més e dados bioldgicos. Este
estudo nado teve qualquer interagdo com pacientes, com os seus familiares ou acesso a
prontudrios. A coleta de amostras foi restrita a leitos desocupados, minimizando o risco
de interacGes indesejadas, contaminacdo ou interferéncias, assegurando que a
pesquisa ndo teve impacto na rotina da UTI e ndo houve riscos para os pacientes, visto
que ndo teve qualquer contato com estes. Foi obrigatério o uso de EPI’s (equipamentos
de protecado individual) pelos pesquisadores no momento da coleta, evitando o risco de

contaminagao.

A pesquisa foi dispensada da analise ética pelo comité de ética do IGES-DF por
nao envolver seres humanos, a coordenagdo de pesquisa do hospital publico do DF
gerou uma folha de rosto dispensando a submissdo e autorizando a entrada no hospital

para coleta de amostra.
3.1 - Amostras

Para inicio da coleta das amostras nas grades e colchdes, foi necessario que os
leitos estivessem desocupados, para isto, foi aguardado alta ou ébito de pacientes. A
coleta inicial ocorreu no momento que o paciente desocupou o leito, depois, foi

aguardada a limpeza, para coletar novamente com o leito ja higienizado.

As amostras foram coletadas com o swab estéril umedecido em solucdo salina
0,85% estéril - meio liquido tamponado que mantém a bactéria viavel, esfregando-o de
forma densa no sentido horizontal e vertical, a abranger a maior area possivel do
objeto, 5x no mesmo lugar dos colchGes e das grades dos leitos para melhor aderéncia

antes e depois da higienizacdo terminal nos leitos da UTI (GOMES et al., 2023).

Ao todo foram 8 leitos de estudo, com 32 amostras, sendo 16 antes e 16 depois
da higienizagao terminal. Cada um dos 8 leitos tiveram dois campos de estudo (colchdao
e leito), realizados por swabs em duas etapas (antes e depois da higienizacdo). Estes
swabs foram identificados individualmente com o local, estado (antes ou depois) e o

numero da amostra, além da data e horario da coleta.
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3.2 - Transporte e acondicionamento

Apds as coletas, as amostras foram transportadas com um intervalo de até 4
horas, para o laboratério de microbiologia do Centro Universitario de Brasilia (CEUB).
Transportadas no meio Amies com carvao, de forma que o swab ficou totalmente
imerso no meio. O acondicionamento das amostras durante o transporte foi realizado
em caixa isotérmica, as quais foram de material rigido, lavavel, impermeavel, com
tampa, cantos e bordas arredondados, devidamente identificados e em temperatura

de refrigeracdo (GOMES et al., 2023).

3.3 - Cultura

Apds o transporte ao laboratério de microbiologia do CEUB, as amostras foram
devidamente semeadas e identificadas em meios de cultivos especificos para verificar

o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii complexo.

Para a identificacdo do crescimento bacteriano, foi realizado repique, a partir
dos swabs com a amostra coletada, por técnica de semeio semi-quantitativo, em placas
de Petri contendo meio seletivo e diferencial. Foram utilizados dois meios, sendo o
Agar Cetrimide (seletivo para P. aeruginosa) e o Agar Macconkey (seletivo para
bactérias Gram negativas). Apds o semeio das amostras, foram incubadas em estufa a
36 2C por 48 horas (OLIVEIRA et al. 2017). Foi prosseguido com andlise e identificacdo

da amostra apds incubacao.

3.4 - Testes Bioquimicos

Tanto para Pseudomonas aeruginosa quanto para Acinetobacter baumannii
complexo, testes bioquimicos foram utilizados como complemento para identificacao
do crescimento bacteriano. Foi necessario verificar os testes de oxidase, motilidade e
fermentacdo da glicose com o intuito de isolar e identificar os microrganismos de

estudo (LIMA et al. 2020).
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Para o teste de oxidase, a partir do crescimento bacteriano sugestivo de
Pseudomonas aeruginosa, foi retirada uma al¢ada da coldnia bacteriana no papel de
filtro, com alca calibrada descartavel de 0,001 ml. A leitura foi feita apds 1 minuto. Ja
no teste de motilidade foi necessario inoculacdo em tubos de ensaio das colonias
crescidas sugestivas de P. aeruginosa e A. baumannii complexo. Para inocular as
colonias, foi necessario inocular utilizando alca calibrada descartavel de 0,001 mL,
contendo esfregaco da colbnia, furando através do centro do agar com um fio de
inoculagdo até a metade da profundidade do meio. Posteriormente, foi incubado em

estufa 35 a 37 2C por 24 horas (ESPINDOLA et al., 2021).

Para os testes de ndao fermentadores de glicose, com alca calibrada descartdvel
de 0,001 mL, retiramos as col6nias a serem analisadas. Em prosseguimento, foram
inoculadas em tubos de ensaios por picada profunda e estriamento na superficie
inclinada. Foram incubados os tubos de ensaio com a col6nia em estufa bacteriolégica

35 a 37 oC por 24 horas (GOMES et al.. 2023).

3.5 - Identificagdo e interpreta¢ao dos resultados

A cetrimida é um composto amoénio quaternario que inibe o crescimento da
maior parte dos microrganismos, permitindo o crescimento de P. geruginosa com
producdo de piocianina, composto este de cor azul esverdeada que se difunde no meio
periférico as colbnias, colonias verdes, com superficie prateada e periferia rugosa e
com pioverdina grandes, translucidas, por vezes, com uma forma oblonga com o eixo
paralelo ao da linha de inoculagdo e culturas apresentam um odor frutado
caracteristico (SOARES; CHAMBEL, 2018). O crescimento das colonias de A. baumannii
complexo apresentam morfologia de coloragao rosa claro em razdo da pouca oxidagdo

da lactose (KIM et al., 2020).

A oxidase positiva apresenta cor purpura forte que aparece rapidamente em
menos de 15 segundos. Oxidase negativa: coloracdo inalterada do indculo. P.
aeruginosa tem oxidase positiva, enquanto A. baumannii complexo tem oxidase

negativa (GOMES et al., 2023).
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A motilidade é observada visualmente para um crescimento difuso que propaga
a partir da linha de inoculacdo. Certas espécies de bactérias mdveis mostraram
crescimento difuso ao longo de todo o meio, enquanto organismos que nao
apresentam motilidade crescem somente ao longo da linha de inoculagdo. P.
aeruginosa apresenta prova de motilidade positiva, enquanto que A. baumannii

complexo apresenta prova de motilidade negativa (KIM et al., 2020).

Em relacdo aos resultados dos testes de ndo fermentadores de glicose, o meio
inalterado (coloracdo avermelhada) indica provas negativas. Coloracdo amarela
uniforme: fermentacdo da glicose, lactose e/ou sacarose. Bolhas de gas do meio:
capacidade de produzir gas a partir da fermentagao de glicose. Escurecimento do meio:
producdao de H2S. Meio amarelado na base e inalterado na superficie indica
fermentacdo apenas da glicose. A. baumannii complexo e Pseudomonas aeruginosa sao

nao fermentadores de glicose (ROYER et al., 2015).

3.6 - Antibiograma

O Agar Mueller Hinton (MH) é um meio de cultura utilizado para realizar testes
de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA). A finalidade do método consiste em testar
se a bactéria em analise é sensivel a determinados antimicrobianos, com a
interpretacao BR Cast - comité designado conjuntamente pela Sociedade Brasileira de
Andlises Clinicas, Sociedade Brasileira de Infectologia, Sociedade Brasileira de
Microbiologia e Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial
(IGLESIAS, 2019). Esse teste é realizado por meio de discos de papel impregnados com
uma quantidade especifica de um agente antimicrobiano. Durante o periodo de
incubacgao do teste, o antimicrobiano comeca a se difundir a partir dos discos, criando
um gradiente de concentracdo ao redor de cada um. O halo claro que se forma ao
redor do disco indica a zona de inibi¢cdo, onde as bactérias apresentam sensibilidade ou

resisténcia (SOARES; CHAMBEL, 2018).

Para realizar o antibiograma, suspendemos as col6nias de P. geruginosa e de A.
baumannii complexo, apbs a realizacdo de crescimento bacteriano e testes

bioquimicos, em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) até a obtencdo da turvacao
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compativel com o grau 0,5 da escala Mac Farland (1x106 UFC/mL). Com isso, foi
inserido um swab estéril nesta suspensdo bacteriana, comprimindo-o contra as
paredes do tubo para tirar o excesso da suspensdao. Em seguida, semear de forma
suave em toda a superficie da placa de Petri contendo o meio MH. Foi aguardado 15
minutos para garantir que a suspensdo se agregasse ao meio. Com auxilio de uma
pinca flambada e resfriada, os discos antimicrobianos - descritos abaixo - foram postos
sobre a superficie do meio inoculado, exercendo uma leve pressdao com a ponta da
pinga para obter a adesdo dos discos. Posteriormente, foi incubado em estufa 35 a 37
°C por 24 horas, para leitura e interpretacdo utilizando o BRCast (ESPINDOLA et al.,
2021).

Os seguintes agentes antimicrobianos foram inseridos no meio MH para avaliar
a suscetibilidade de isolados de P. geruginosa: Imipenem, meropenem, ceftazidima,
ciprofloxacina, gentamicina, cefepime, amicacina, e piperacilina. Os seguintes agentes
antimicrobianos foram usados para avaliar a suscetibilidade de isolados de A.
baumannii complexo: amicacina, ampicilina, cefepime, ciprofloxacina, gentamicina e

imipenem (ROYER et al., 2015).

3.7 - Identificagdo automatizada

Para confirmar os resultados das identificacdes dos microrganismos no
crescimento bacteriano, foi realizada a identificacdo automatizada por método
MALDI-TOF. A técnica de espectrometria de massas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight), envolve a dessorcdo e ionizacdo de moléculas
bacterianas utilizando pulsos de laser, apds a amostra ser pingada com uma colonia
delicadamente em uma placa metdlica especifica da maquina. As moléculas ionizadas
sdo aceleradas através de um campo elétrico e percorrem um tubo de voo, onde sdo
separadas com base na razdo massa/carga (m/z) antes de atingirem o detector (PATEL,

2015).

Apds o crescimento bacteriano, uma colonia isolada sugestiva de Pseudomonas
aeruginosa e/ou Acinetobacter baumannii complexo foi preparada em agar MH para

analise por MALDI-TOF. Utilizando uma pipeta, a colOnia foi transferida para uma placa
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de MALDI, onde uma solucdo de 4acido organico, conhecida como matriz, foi
adicionada. A mistura foi deixada para secar, permitindo a co-cristalizacdo da amostra
com a matriz. A placa foi entdo inserida em um equipamento MALDI-TOF, que utiliza
codigos de barras para identificar e localizar amostras registradas. O resultado é um
espectro de massas caracteristico para cada espécie bacteriana, e os resultados sao
liberados por um banco de dados de referéncia contendo espectros de mais de 7.000

microrganismos (BIER et al., 2017).

Foi utilizado o aparelho Vitek-MS em parceria com o Laboratdrio Central de
Saude Publica (LACEN) do DF. A operacdo foi realizada pelos profissionais do

laboratdrio e as pesquisadoras acompanharam todo o processo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 32 coletas totais de 8 leitos da UTI, sendo distribuidos em dois
campos de estudo (grades e colchdes), ressalta-se que a coleta ocorreu antes e depois

da higienizacdo terminal (tabela 1).

Apds o indculo das amostras, houve crescimento bacteriano tanto nos swabs
coletados antes da higienizacdo quanto nos coletados apds a higienizacdo terminal na

grade (tabela 2) e colchdo (tabela 3).

Os resultados observados nos Quadros 2 e 3 sobre o crescimento bacteriano
nas grades e colchGes, antes e depois da higienizacdo terminal, apresentam
caracteristicas que podem ser associadas a Pseudomonas spp, especialmente
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida. Estas bactérias sdo reconhecidas por
serem oportunistas, resistentes aos desinfetantes e a capacidade de sobreviver em

ambientes hospitalares, tanto em superficies secas quanto Umidas (LIMA et al., 2019).

As Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida sdao caracterizadas por
coldnias verdes fluorescentes em meios de cultura especificos, como o Agar Cetrimide,
devido a producdo de pigmentos como a pioverdina (SOARES; CHAMBEL, 2018).

Entretanto, estas colénias também se apresentam com colora¢do amarronzada no Agar
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Macconkey (OLIVEIRA et al. 2017). Nos resultados das amostras, varias destas colonias
foram observadas, especialmente nos leitos 1, 6 e 7, tanto antes, quanto depois da
higienizacdo. Essa caracteristica é um forte indicativo da presenca de Pseudomonas
spp, que sdo nao fermentadoras de glicose, uma caracteristica também presente nas
colonias observadas (SOARES; CHAMBEL, 2018). Assim, os resultados estdo condizentes

com a literatura.

Tabela 1 - Distribuicdo das amostras coletadas antes e depois da higienizacao

terminal nos dois campos de coleta (colchdes e grades) nos leitos da UTI.

ANTES DA DEPOIS DA AMOSTRAS
HIGIENIZAGCAO HIGIENIZAGAO TOTAIS (n)

LEITO 1 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras
1 amostra colch3o 1 amostra colchdo

LEITO 2 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras
1 amostra colchio 1 amostra colchio

LEITO 3 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras
1 amaostra colchdo 1 amostra colchdo

LEITO 4 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras
1 amostra colchdo 1 amostra colchdo

LEITO 5 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras
1 ameostra colchao 1 amostra colchao

LEITO &6 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras
1 amostra colchao 1 amostra colchao

LEITO 7 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras
1 amostra colch3o 1 amostra colch3o

LEITO 8 1 amostra grade 1 amostra grade 4 amostras

1 amostra colch3o

1 amostra colch3o

32 amostras totais

Fonte: Préprio Autor (2024).

Das 8 amostras de leitos coletadas, 2 amostras (leito 4 e leito 8) nao
apresentaram crescimento bacteriano em nenhum campo de estudo (colchdo e grade).
Apenas 1 amostra (leito 3) apresentou crescimento antes e nao prevaleceu depois da

higienizagao terminal, no entanto, este era um microrganismo fermentador de glicose.

Ao todo, 4 amostras (leito 1, 2, 5, 6 e 7) apresentaram crescimento bacteriano
antes e depois da higienizagdo terminal na grade, demonstrando a presenca

persistente de patdgenos mesmo depois dos procedimentos de limpeza. Do interesse
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deste estudo, as amostras dos leitos 2 (apenas amostra do colchdo depois da
higienizacdo) e leito 7 (amostra do colchdo antes e depois da higienizacdo)
apresentaram crescimento de Pseudomonas aeruginosa. No entanto, as amostras dos
leito 1 e 6 (amostras dos dois campos de estudo, antes e depois da higienizagdo
terminal) e do leito 7 (apenas amostra da grade depois da higienizacdo) apresentaram

crescimento de Pseudomonas putida.

Tabela 2 - Caracteristicas das col6nias das amostras coletadas nas grades dos

leitos de UTI, antes e depois da higienizacao.

AMOSTRA GRADE ANTES DA GRADE DEPOIS DA
HIGIENIZAGAO HIGIENIZAGAD

LEITO 1 Colénias rosas amarronzadas (Agar Colénias rosas amarronzadas
MacConkey) e ndo fermentadoras {Agar MacConkey) e ndo
de glicose (Teste bioguimico). fermentadoras de glicose (Teste

hioguimico).

LEITO 2 Colénias rosas numerosas [Agar Colénias rosas numerosas (Agar
MacConkey) e fermentadoras de MacConkey) e fermentadoras de
glicose (Teste bioguimico). glicose (Teste bioguimico).

LEITO 3 Coldnias rosa claro {ﬂ.gar Sem crescimento bacteriano.

MacConkey) e fermentadoras de
glicose (Teste bioguimico).

LEITO 4 Sem crescimento bacteriano. Sem crescimento bacteriano.

LEITO 5 Colonia vermelha {ﬁigar MacConkey) Coldnias castanhas avermelhadas
e fermentador de glicose (Teste (Agar MacConkey] e ndo
bioquimico). fermentador de glicose (Teste

bioquimico).

LEITO 6 Colénias verdes fluorescentes (Agar  Colénias verdes fluorescentes
cetrimide) e ndo fermentadoras de  (Agar cetrimide) e ndo
glicose (Teste bioguimico). fermentadoras de glicose (Teste

hioguimico).

LEITO 7 Colénias rosas com meio castanho Colénia verde fluorescente (Agar
{Agar MacConkey) e fermentadoras  cetrimide) e ndo fermentador de
de glicose (Teste bioguimico). glicose (Teste bioguimico).

LEITO 8 Sem crescimento bacteriano. Sem crescimento bacteriano.

Fonte: Préprio Autor (2024).

As amostras que prevaleceram aos patégenos mesmo depois da higienizacdo
terminal, podem estar indicando uma possivel falha na eficacia dos protocolos de
desinfeccdo ou uma alta resisténcia da bactéria ao agente utilizado (SILVA; SILVA,

2021). Por outro lado, as amostras que foram detectadas apenas antes da limpeza do
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colchdo, sugerindo que a limpeza pode ter sido efetiva neste caso especifico, como

ocorreu neste estudo em microrganismos fermentadores (BARBOSA et al., 2023).

Tabela 3 - Caracteristicas das col6nias das amostras coletadas dos colchdes dos

leitos de UTI, antes e depois da higienizagao.

AMOSTRA COLCHAO ANTES DA COLCHAO DEPOIS DA
HIGIENIZAGAD HIGIENIZAGAD

LEITO 1 Colfnias rosas amarronzadas (Agar Colénias rosas amarronzadas
MacConkey) e ndo fermentadoras {Agar MacConkey) e ndo
de glicose (Teste bioguimico). fermentadoras de glicose (Teste

bioguimico).

LEITO 2 Colénias rosas (Agar MacConkey) e Coltnias vermelhas [Agar
fermentadoras de glicose (Teste MacConkey) e ndo
bioguimico). fermentadoras de glicose (Teste

bioguimico).

LEITO 3 Colénias rosas uniformes (Agar Sem crescimento bacteriano.
MacConkey) e fermentadoras de
glicose

LEITO 4 Sem crescimento bacteriano. Sem crescimento bacteriano.

LEITO 5 Sem crescimento bacteriano. Sem crescimento bacteriano.

LEITO & Colfnias verdes fluorescentes (Agar  Colénias verdes fluorescentes
cetrimide) e ndo fermentadorasde  {Agar cetrimide) e ndo
glicose (Teste bioguimico). fermentadoras de glicose (Teste

bioguimico).

LEITO 7 Colénias verdes fluorescentes [.ﬂ'\gar Colénias verdes fluorescentes
cetrimide) e colénias rosas com {Agar cetrimide]; Coldnias rosas
meio castanho (Agar MacConkey), {Agar MacConkey) e ndo
ambas n3o fermentadoras de fermentador de glicose (Teste
glicose (Teste bioguimico). bioguimico).

LEITO 8 Sem crescimento bacteriano. Sem crescimento bacteriano.

Fonte: Préprio Autor (2024).

N3o foi observado crescimento de Acinetobacter baumannii complexo nas

amostras analisadas. No entanto, foram detectadas bactérias (amostra da grade do

leito 5 apods a higienizacdo terminal) de outra espécie de Acinetobacter apds a

higienizacdo, embora essa espécie ndo seja o foco principal do estudo. O crescimento

observado de Acinetobacter Iwoffii pode ter ocorrido posteriormente devido a possivel

contaminagdao por produtos utilizados na limpeza ou pela agua utilizada durante o

processo de higienizacdo, visto que A. Iwoffii pode ser encontrada em ambientes

Uumidos, como sabdes/detergentes, e dgua destilada (COSTA et al., 2010).
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Todos os microrganismos de estudo que foram encontrados ndo sao
fermentadores de glicose, com caracteristicas das col6nias conforme a literatura e
todas as amostras foram confirmadas pelo método padrdo outro MALDI-TOF. No
grafico 1 é possivel observar a porcentagem do crescimento bacteriano dos 4

microrganismos encontrados, da familia de Pseudomonas e Acinetobacter.

Grafico 1 - Correlacdo entre os microrganismos e o crescimento bacteriano de

todas as amostras coletadas.

60%

40%

20%

CRESCIMENTO BACTERIANO

0%
OUTROS P. PUTIDA P. A. LWOFFII A. BAUMANNII
AERUGINOSA COMPLEXO

MICRORGANISMOS

Outros: sem crescimento bacteriano e fermentadores de glicose.

Fonte: Préprio Autor (2024).

Consideramos um achado de extrema importancia e relevancia o isolamento de
Pseudomonas putida em 9 (28%) amostras, detectadas tanto na grade quanto no
colchdo, antes e apds a higienizacdo. Estudos realizados por Yusuke et al. (2011)
observou cinco casos de bacteremia por P. putida em pacientes adultos e revisaram
outros 23 casos previamente documentados. Em relagdo ao histdrico clinico, dos 28

casos relatados (incluindo os cinco novos), 24 (85,7%) eram imunocomprometidos. A
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conclusdo dos estudos de Yusuke et al. et al. (2011) estavam de acordo com a literatura

ao confirmar a correlacdo entre infec¢des nosocomiais.

Picollo et al. 2023 afirma que a P. putida acomete principalmente pacientes
imunossuprimidos e/ou imunodeprimidos, sendo um microrganismo que apresenta
uma predilegdo por ambientes Umidos. Estes autores ressaltam, também, que esses
bacilos Gram-negativos sao frequentemente encontrados em surtos decorrentes de
solugdes contaminadas, como agua destilada, desinfetantes e até mesmo transfusdes.
Embora geralmente ndo sejam patogénicos para individuos sauddveis, a P. putida
frequentemente estd associada a infeccbes em pacientes imunocomprometidos,
devido a sua capacidade de sobreviver e proliferar em ambientes hospitalares e em

condigOes adversas.

Outros estudos, como o de Singh, Montano e Bostick (2021), apontam que
infecgdes por P. putida sdao frequentemente causadas por imunossupressao, infusoes
de produtos sanguineos contaminados ou infeccdes da corrente sanguinea
relacionadas a cateteres. Embora haja uma escassez de dados na literatura sobre a
letalidade por P. putida, os poucos casos documentados envolvem pacientes
imunocomprometidos e com outras comorbidades. Este estudo também revela que
qguando diagnosticada precocemente, a bacteremia pode ser tratada com
antimicrobianos apropriados e controle da fonte, o que geralmente resulta em
melhores progndsticos, embora pacientes imunocomprometidos tendem a ter um
prognodstico ruim. Correlacionando aos resultados deste trabalho, é evidente a

importancia clinica deste microrganismo em ambientes hospitalares, como a UTI.

A presenca em 10% (3) das amostras de Pseudomonas aeruginosa em leitos de
UTI permanece mesmo apds a higienizacdo terminal. Estudos de Russoto et al. 2015,
evidenciam contaminagao de P. aeruginosa em 50% dos equipamentos hospitalares
examinados, destacando que até 45% dos dispositivos hospitalares, como fios de ECG e

estetoscopios continuam contaminados apos a limpeza.

A presenca de P. aeruginosa deste estudo foi vista apenas em colchdes, o que
pode correlacionar ao tempo de permanéncia do paciente no leito, confirmando os

estudos realizados por Strazzulla et al. (2024). Estes autores destacam a prevaléncia de
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P. aeruginosa em colchGes de leitos de UTI, correlacionando essas infeccdes com o
tempo de permanéncia dos pacientes. Este estudo envolveu 5.263 pacientes admitidos
na UTI entre 2007 e 2014, e identificou que 5% desses pacientes tiveram pelo menos
um isolamento de P. aeruginosa durante sua internacao ou até sete dias apds a alta da
UTI. A analise mostrou que pacientes com P. aeruginosa apresentaram estadias
hospitalares mais longas e maiores taxas de mortalidade dentro da UTI por

microrganismos como a P. aeruginosa.

Estudo realizado por Kharaba et al. (2021) analisou 3.179 pacientes internados
em oito UTls. Neste estudo, foram isoladas 124 (3,9%) infeccbes por de Acinetobacter
spp., dos quais 122 (98,4%) resultadas em A. baumannii complexo. O presente estudo
ndo revelou amostras de A. baumannii complexo, o resultado pode ter sido
influenciado pela limitacdes de amostras dos estudos e pela presenca de outros

patdgenos.

Apesar de a cepa de A. Iwoffii ndo ser tdao frequente em infec¢des hospitalares,
sua presenca também precisa ser considerada, visto que este é oportunista e possui
viruléncia importante (VASQUEZ-LOPEZ et al., 2020). Este presente estudo apresentou
a presenca de 1 (3%) amostra de A. Iwoffii, sendo importante ressaltar que esta foi
evidenciada apds a higienizacdo terminal. Correlacionando aos estudos de Brixner,
Renner e Krummenauer (2016), foram coletadas 20 amostras na UTI de equipamentos

e utensilios hospitalares, resultando em 3,7% de A. Iwofii.

A. Iwoffii é amplamente encontrada no meio ambiente, como solo, dgua e
alimentos. Apesar de ser parte da microbiota normal da pele humana, pode se tornar
patogénica em determinadas circunstancias, especialmente em individuos com o
sistema imunoldgico comprometido. E conhecida por causar infeccdes hospitalares,
como pneumonia, infeccdes do trato urinario e bacteremia. Além disso, a A. Iwoffii
apresenta uma resisténcia significativa aos antimicrobianos, o que torna o tratamento
de infec¢Oes causadas por esse microrganismo, mesmo que, quando comparadas, se

apresente menos que a A. baumannii complexo (ANTUNES et al., 2023).

Posteriormente aos resultados dos crescimentos bacterianos, foi realizado o

antibiograma dos microrganismos de interesse encontrados no estudo (tabela 4). A
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interpretacao dos resultados foi feita utilizando o BrCAST, e verificou-se que todos os
antibidticos testados apresentaram sensibilidade. No entanto, ciprofloxacino,
ceftazidima, piperacilina/tazobactam, cefepima e imipenem apresentaram uma

resposta intermediaria (quadro 5).

Segundo estudos de Nazli, Zer e Eksi (2015), a combinacdo de antimicrobianos
frequentemente utilizada para tratar infecgdes por P. aeruginosa é entre [3-lactdmicos
(penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos) e aminoglicosideos (gentamicina e
amicacina), devido ao seu efeito eficaz usualmente. Por isso, a antibioticoterapia
combinada é frequentemente administrada para o tratamento de infeccGes com o
objetivo de obter uma eficicia antimicrobiana mais eficiente, retardar o

desenvolvimento de resisténcia e reduzir a possibilidade de efeitos colaterais.

Tabela 4 - Distribuicdo dos resultados do antibiograma das amostras que

tiveram crescimento dos microrganismos de interesse encontrados no estudo.

Classe de antibiotico Leito 2 Leito 7 Leito 7 5= | R<
[colchdo (colchdo (colchdo
depois) antes) depois)
AMI: Amicacina 35mm 32Zmm 29mm 15 - =15
MPM: Meropenem 23mm 27mm 24mm 20 1419 <14
CIP: Ciprofloxacino 36mm 35mm 35mm 50 26-49 <26
GEN: Gentamicina 31lmm 30mm 30mm El El IE
CAZ: Ceftazidima 23mm 33mm 27mm 50 1745 <17
PPT: 24mm 32Zmm 32mm 50 1845 <18
Piperacilina/Tazobactam
CPM: Cefepima 25mm 29mm 30mm 50 2149 <21
IPM: Imipenem 31mm 41lmm 40mm 50 2049 <20
AMP: Ampicilina Omm Omm Omm

Fonte: Préprio Autor (2024); BrCAST (2023).

Estudos de Bittencourt et al. (2023) indicam que, entre os 268 isolados de
Pseudomonas aeruginosa coletados em UTIls no Brasil de 2018 a 2021,

ceftolozana/tazobactam (C/T) e ceftazidima/avibactam (CAZ/AVI) mantiveram alta
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sensibilidade, acima de 90%. Por outro lado, meropenem (MEM) e
piperacilina/tazobactam (P/T) tiveram menores taxas de suscetibilidade, com 77,6% e
69%, respectivamente. Entre os isolados resistentes a P/T, C/T mostrou 78,3% de
sensibilidade, CAZ/AVI 72,2% e MEM 50,6%. Para os isolados resistentes a MEM, C/T
apresentou 75% de suscetibilidade, CAZ/AVI 66,6% e P/T 31,6%. Nos isolados
resistentes tanto a P/T quanto a MEM, C/T teve 63,4% de sensibilidade e CAZ/AVI 51%.
Em isolados resistentes a CAZ/AVI, C/T foi eficaz em 30,4% dos casos. Dentre os
antimicrobianos testados, C/T demonstrou a maior taxa de suscetibilidade em todos os

cenarios de resisténcia cruzada, destacando-se como um antimicrobiano eficaz.

Embora o resultado deste trabalho apresente sensibilidade da P. aeruginosa aos
antimicrobianos, alguns estudos da literatura também indicam essa sensibilidade,
como citados anteriormente. No entanto, outros estudos relatam a resisténcia
antimicrobiana desse microrganismo. Estudos de Gomes et al. (2023) apresentaram
taxa de resisténcia de 50% em antimicrobianos (ampicilina, cefoxitina, ciprofloxacina,
tazobactam e imipenem) usados para P. aeruginosa isoladas de objetos hospitalares,

como estetoscopios e celulares, evidenciando, portanto, uma resisténcia acentuada.

Foi realizada uma pesquisa por Stinghel et al. (2022) com pacientes de UTl com
infeccdo no trato urindrio, encontrados diversas bactérias, dentre elas, Pseudomonas
ageruginosa. Neste estudo, pode ser observado a resisténcia de 30% aos
antimicrobianos: amicacina, ampicilina, ciprofloxacina, tazobactam, imipenem,

gentamicina, levofloxacina e ciprofloxacina.

Portanto, os resultados deste trabalho estdo de acordo com a literatura e
apresentou a presenca de Pseudomonas aeruginosa e a prevaléncia mesmo depois da
higienizacdo terminal. Somado a isso, a presenca de Pseudomonas putida foi
significativa para este estudo, visto a sua relacdo com pacientes imunocomprometidos.
Apesar de ndo haver a presenca de Acinetobacter baumannii complexo, foi analisada
outra cepa, a Acinetobacter Iwoffii. Os resultados do antibiograma evidenciaram
sensibilidade aos antimicrobianos, entretanto, sdo necessdrias pesquisas com maiores

guantidades de amostras para resultados mais conclusivos.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo alcancou os objetivos propostos, identificando a presenca ou
auséncia de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii complexo nos leitos
de UTI, assim como, verificou a prevaléncia desses microrganismos mesmo depois da
higienizacdo terminal. Também foi analisada a resisténcia e sensibilidade desses

microrganismos aos antimicrobianos mais utilizados na rotina hospitalar.

Ao todo, foram coletadas 32 amostras de 8 leitos de UTI de hospitais publicos
do DF. Foi realizada coleta em dois campos, colchdes e leitos, para identificacdao de P.
aeruginosa e A. baumannii complexo. As identificacbes ocorreram de forma manual e,
também, de forma automatizada por MALDI-TOF para confirmacdao de todos os

resultados.

Os resultados desta pesquisa apresentaram a presenca de Pseudomonas
aeruginosa em 2 (10%) amostras, confirmando a prevaléncia desse microrganismo
mesmo depois da higienizacdo terminal. Também foi confirmada a presenca e
prevaléncia de outra cepa de Pseudomonas, a P. putida, em 9 (28%) amostras antes e

depois da higienizacdo, sendo o patdgeno predominante neste estudo.

Apesar de o estudo ndo identificar a presenca de A. baumannii complexo, foi
identificada 1 (3%) amostra de A. Iwoffii, outra cepa de Acinetobacter, vale ressaltar
gue esta amostra foi encontrado apenas depois da limpeza, o que indica a necessidade
de estudos em outros campos, como dgua, materiais de limpeza e utensilios utilizados

na rotina da higienizacao hospitalar para evitar uma possivel contaminacao.

Foi visto que essas amostras apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos
mais utilizados na rotina hospitalar (amicacina, meropenem, ciprofloxacina,

gentamicina, ceftazidima, piperacilina/Tazobactam, cefepime, Imipenem, ampicilina).

E indubitavel ressaltar a importancia e atencdo aos pacientes hospitalizados,
local este que se encontram imunossuprimidos e/ou imunodeprimidos,
correlacionando aos patégenos oportunistas identificados neste estudo. A prevaléncia

de P. putida e Acinetobacter Iwoffii nesses ambientes, microrganismos que estdo
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frequentemente associadas a surtos hospitalares, reforca a necessidade de cuidados

redobrados, especialmente em pacientes com o sistema imunoldgico comprometido.

Recomenda-se que mais estudos sejam realizados com maior quantidade de
amostras e que sejam realizados com diversas cepas de Pseudomonas e Acinetobacter.
Recomenda-se, também, pesquisas em campos de estudos variados, como em diversas
UTls, outros compartimentos do leito, utensilios utilizados por acompanhantes, sondas
aos pacientes, materiais de limpeza, desinfetantes, dgua utilizadas e em emergéncias
pelo contato dos profissionais, evitando que estes sejam vetores desses

microrganismos.
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APENDICES - DISPENSA DA ANALISE ETICA

Despacho—|GESDF/DP/DIEP/GERPE/NAPES A Unidade de Terapia Intensiva,
Assunto: Projeto de Pesquisa

Prezados,

Brasilia, 10 de novembro de 2023.

Governo do Distrito Federal

Instituto de Gestdo Estratégica de Saude do Distrito Federal Geréncia de

Pesquisa
Nucleo de Apoio ao Pesquisador

Considerando a resolucdo de No 466, de 12 de Dezembro de 2012 que aprova

as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

Considerando a resolugao CNS N.o 510 de 07 de Abril de 2016 que determina

diretrizes éticas especificas para as ciéncias humanas e sociais.

Considerando a resolucdo 196/96 — item VII, que diz que "toda pesquisa
envolvendo seres humanos deve ser submetida a apreciacdo de um Comité de ética

em Pesquisa (CEP)”, de forma que, caso receba sua aprovac¢ao, possa ser iniciada.

Informamos que o Projeto de Pesquisa intitulado "PERSISTENCIA DE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA E ACINETOBACTER BAUMANNII COMPLEXO NOS LEITOS
DE UTI EM HOSPITAIS DE BRASILIA-DF APOS A HIGIENIZACAO TERMINAL", foi aprovado
pelo Conselho Cientifico do IGESDF e anuido pela Diretoria de Inovagao, Ensino e

Pesquisa.

Conforme analise este Projeto de Pesquisa ndo envolvera seres humanos, sendo
assim, ndo é necessario a apreciagdo do SISTEMA CEP/CONEP pois existem protocolos

que sdo dispensados de andlise ética.
Atenciosamente,

Yara Balbino



Chefe do Nucleo de Apoio ao Pesquisador
Geréncia de Pesquisa

Diretoria de Inovacao, Ensino e Pesquisa.
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