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RESUMO

LIMA, Jania Capua de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2007. Ocorréncia de Staphylococcus sp. em ambiente hospitalar,
caracterizacao de superficies e adesao de Staphylococcus aureus
em sondas nasoenterais de poliuretano e silicone Orientador: Nélio
José de Andrade. Co-Orientadores: Nilda de Fatima Ferreira Soares,
Anténio Fernandes de Carvalho e Fabyano Fonseca e Silva.

Espécies de Staphylococcus foram isoladas e identificadas de dietas
enterais, do ar do ambiente de Centro de Terapia Intensiva (CTI) e da sala
de preparo de nutricdo enteral, de manipuladores da sonda e da dieta, de
superficies de preparo, da mucosa nasal de pacientes e de sondas
nasoenterais de poliuretanos e silicone ap6s uso em ambientes de um
hospital municipal. Os isolados foram identificados utilizando-se o kit API
Staph da BioMérieux®. Avaliou-se a sensibilidade dos isolados a
antimicrobianos pelo método de discos impregnados com antibiéticos das
seguintes substancias: ciprofloxacina-CIP (5 pg), amicacina-AMI (30 pug),
clindamicina-CLlI (2 ug), claritromicina-CLA (15 ug), ceftriaxona-CRO (30 ug),
ceftazidima-CAZ (30 pg), imipenem-IMP (10 pg), oxacilina-OXA (1 ug),
sultamicilina — ampicilina e sulbactam-APS (10/10 pg) e vancomicina-VAN
(30 pg). Corpos-de-provas das sondas de poliuretano e silicone foram
submetidos a andlise de tensdo de ruptura e estiramento (equipamento
Instron), a andlise da hidrofobicidade das superficies internas pelo método

do angulo de contato (aparelho goniémetro) e da rugosidade e topografia
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pela técnica da microscopia de forgca atbmica. A adesdao de um isolado de
Staphylococcus aureus nas superficies internas das sondas foi avaliada por
contagem-padrao em placa e por microscopia eletrbnica de varredura.
Foram constatadas altas contagens de Staphylococcus sp. no ar do CTI
(2,15 + 0,36 log UFC.m®), na sala de preparo da dieta (1,64 * 0,17 log
UFC.m™®) e nas sondas apés uso (entre 6,88 log UFC.cm® e 7,38 log
UFC.cm®). S. aureus foi a espécie mais freqiiente dentre os isolados
(52,44%), estando presente em maior porcentagem em sondas nasoenterais
(28,05%). Quarenta e quatro isolados, entre 48 analisados, foram sensiveis
ao antibiético carbapenémico imipenem, o que correspondeu a 91,6%, e 1
isolado foi sensivel ao glicopeptideo vancomicina (2,1%). No entanto, 47
(87,5%) isolados foram resistentes ao antimicrobiano ceftazidima da classe
das cefalosporina (cefens). A sonda de poliuretano foi mais resistente do que
a de silicone nos testes de tensédo de ruptura e estiramento e mostrou-se
hidrofilica (©y = 50,2 £ 0,61), enquanto a de silicone, hidrofébica (O, = 74,6
+ 1,30). O poliuretano apresentou maior rugosidade média do que o silicone,
com rugosidade média (Ra) de 2,87 nm, e a diferenga maxima entre o ponto
mais alto e o mais baixo (R;) foi de 53,90 nm. Observou-se a ocorréncia de
irregularidades, como protuberancias, fissuras, fendas e orificios nas
fotomicrografias das superficies. Por meio da andlise microscopica,
constatou-se que S. aureus foi capaz de aderir em ambas as superficies. As
médias das contagens de S. aureus aderidos, apos trés dias de teste, nao
diferiram (p>0,05) e atingiram 1,11 log UFC.cm™ para poliuretano e 0,99 log
UFC.cm™ para silicone. A importancia dos diversos fatores envolvidos na
aderéncia dos microrganismos as superficies ainda deve ser melhor e mais
claramente estabelecida. A utilizacdo de modelos que simulem a
contaminacao bacteriana dos polimeros € muito importante para o seu
aperfeicoamento. Novos polimeros devem ser pesquisados e testados na
fabricacdo de sondas nasoenterais com o intuito de reduzir ou impedir a
adesao bacteriana, por meio da modificacdo das caracteristicas fisico-

quimicas da superficie.
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ABSTRACT

LIMA, Junia Capua de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August of
2007. Occurrence of Staphylococcus sp. in the hospital
environment, surface characterization and Staphylococcus aureus
adhesion to polyurethane and silicone nasoenteral tubes. Adviser:
Nélio José de Andrade. Co-Advisers: Nilda de Fatima Ferreira Soares,
Anténio Fernandes de Carvalho and Fabyano Fonseca e Silva.

Staphylococcus species were isolated and identified from enteral
diets, ambient air from the Intensive Care Unit (ICU) and from the enteral
nutrition preparation room, handlers of feeding tubes and diets, preparation
surfaces, patient’s nasal mucous and polyurethane and silicone nasoenteral
tubes used in rooms of a municipal hospital. The isolates were identified
using the API Staph kit (BioMérieux®, France). Sensibility of isolates to
antimicrobial agents was evaluated by the detection method using paper
discs impregnated with the following antibiotics: ciprofloxacin-CIP (5 ug),
amikacin-AMI (30 pg), clindamycin-CLI (2 ug), clarithromycin-clar (15 ug),
ceftriaxone-CRO (30 ug), ceftazidime-CAZ (30 ug), imipenem-IMP (10 pg),
oxacylin-OXA (1 ug), sultamicillin- ampicillin and sulbactam-APS (10/10 ug)
and vancomycin-Van (30 pg). Specimens of polyurethane and silicone tubes
were analyzed for rupture tension and stretching (Instron Testing Machine),
hydrophobicity analysis of internal surfaces by contact angle measurement
(goniometer) and surface roughness and topography by atomic force
microscopy. Adhesion of Staphylococcus aureus isolates to tube internal
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surfaces was evaluated by standard plate count and scanning electron
microscopy. High Staphylococcus sp counts were confirmed in the ICU air
(2.15 + 0.36 log UFC.m™®), in the diet preparation room (1.64 + 0.17 log
UFC.m®) and in the used tubes (between 6.88 log UFC.cm™ and 7.38 log
UFC.cm™®). S. aureus was the most frequent species amongst the isolates
(52.44%), with the largest percentage in nasoenteral tubes (28.05%). Among
48 isolates analyzed, 44 were sensitive to imipenem, a carbapenemic
antibiotic, corresponding to 91.6%, and one isolate was sensitive to the
glycopeptide vancomycin (2.1%). However, 47 (87.5%) isolates were
resistant to the antimicrobial ceftazidime, in the cephalosporin class
(cephens). The polyurethane tube was more resistant than the silicone one in
the rupture tension and stretching tests and was shown hydrophilic (O, =
50.2 £ 0.61), whereas the silicone tube was hydrophobic (©, = 74.6 + 1.30).
The polyurethane tube showed higher mean surface roughness than the
silicone one, with mean roughness (R,) of 2.87 nm, with maximum difference
between the highest and the lowest point (R;) of 53.90 nm. There was
occurrence of irregularities such as protuberances, fissures, rifts and holes
on the surface photomicrographies. The microscopic analysis showed that S.
aureus was capable to adhere to both surfaces. After three days of tests, S.
aureus mean counts were not different (p>0.05), reaching 1.11 log UFC.cm™
for polyurethane and 0.99 log UFC.cm™ for silicone. The importance of the
several factors involved in microorganism adherence to surfaces still has to
be better and more clearly established. The use of models simulating
bacterial contamination of polymers is crucial for new developments. New
polymers should be researched and tested for the production of nasoenteral
tubes in order to reduce or inhibit bacterial adhesion by modifying

physicochemical surface characteristics.
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1. INTRODUCAO

O trato digestério pode constituir importante via para a invasdo de
patdbgenos e estabelecimento de infeccdo hospitalar. Essa infeccdo é
responsavel por seqielas em pacientes, podendo eventualmente levar a
Obito ou aumentar o tempo e o custo de internagédo, o0 que onera o sistema
de saude.

Evidéncias consideraveis indicam que dietas enterais com
contaminacdes bacterianas podem ser causa de infecgdes e intoxicacoes
graves. O cuidado com o preparo, conservacdao e administracdo da dieta é
importante para a prevencao de complicagdes infecciosas quando esse tipo
de nutricao é utilizado, principalmente em estabelecimentos que necessitam
de controles rigorosos de higiene, a exemplo de hospitais.

A qualidade dos procedimentos de higienizacdo do ar de ambientes,
das condicdes higiénicas dos manipuladores de alimentos e das superficies
de equipamentos e utensilios constitui também preocupacao constante para
hospitais. Dentre os microrganismos causadores de infeccbes, o género
Staphylococcus é freqliente e pode colonizar pélos, maos e mucosas nasais
dos manipuladores e superficies de equipamentos e utensilios, sendo,
assim, incorporados aos alimentos durante o seu preparo e nos dispositivos
implantados. Essas bactérias, ao aderirem nesses dispositivos, iniciam o
crescimento e formam biofilme, além de desencadearem processos

infecciosos. Dessa forma, o tratamento da infeccdo torna-se mais dificil,



considerando que 0s microrganismos em biofilme apresentam maior
resisténcia a acao de antibidticos e, em muitos casos, € necessaria a
remocao do dispositivo.

Uma forma conveniente de prevenir esse problema é prevenir o
desenvolvimento de biofilme na superficie dos biomateriais. O
desenvolvimento de pesquisas que busquem informacbes sobre os
processos de adesdo bacteriana e formacdo de biofiimes em biomateriais
poliméricos, como silicone e poliuretano, empregados na confeccdao das
sondas, € importante para o controle de possiveis complicacbes dos
pacientes envolvendo patdgenos. Nesse sentido, é fundamental o
conhecimento das caracteristicas das superficies dos biomateriais, incluindo
hidrofobicidade, carga elétrica e microtopografia, além de aspectos de
termodinamica associados a energia livre de Gibbs e ao processo de adesao
bacteriana.

O estudo desses aspectos € necessario para subsidiar as equipes
multidisciplinares formadas em hospitais que tém como uma de suas
funcbes a prevencdo das infeccdes em pacientes durante o periodo de
internagao.

Os objetivos deste trabalho foram:

a) lIsolar estirpes de Staphylococcus spp. a partir de ar de ambiente,
dieta enteral, superficie de preparo da dieta, manipuladores, mucosa nasal e
dispositivos nasoenterais de pacientes, em um hospital na cidade de Vigosa,
MG.

b) Identificar, por métodos bioquimicos, os isolados de
Staphylococcus spp.

c) Avaliar a sensibilidade de estirpes isoladas e identificadas a
antibiéticos.

d) Caracterizar a microtopografia, resisténcia e hidrofobicidade das
sondas.

e) Simular o procedimento de administragcdo da dieta de sistema
aberto em laboratério, com a finalidade de verificar o processo de adeséao e
formacao de biofilme de um isolado de Staphylococcus aureus.

f) Acompanhar o processo de adesdo e formagdo de biofiime em
superficies de sondas nasoentéricas.



2. REVISAO DE LITERATURA

O termo infeccdo define invasdo e multiplicagdo de microrganismo
nos tecidos. Ela pode ser clinicamente inaparente ou resultar em alteracoes
organicas, em funcdo de metabolismo competitivo, toxinas, replicacdo
intracelular ou respostas imunoldgicas do tipo antigeno-anticorpo
(FERREIRA, 1997).

As infecgbes hospitalares, denominadas infec¢des relacionadas a
assisténcia a saude ou, ainda, complicacdes infecciosas hospitalares, sao
tdo antigas quanto a origem dos hospitais, remontando 325 d.C. Apesar de
serem descritas hd quase dois mil anos, ainda representam importante
desafio na medicina moderna (KEIM, 2005), pois sdo as mais freqlentes e
importantes complicacbes ocorridas em pacientes hospitalizados (PITTET;
WENZEL, 1995; WENZEL, 1995; MEDEIROS et al., 2001). Estao
associadas a taxas expressivas de morbimortalidade e aos maiores custos
assistenciais (MUNIZ, 2005).

No Brasil, estima-se que 5% a 15% dos pacientes internados
contraem alguma infeccao hospitalar, o que acresce, em média, 5 a 10 dias
no periodo de internagdo (MEDEIROS et al., 2001). Dados estimativos do
Ministério da Saude indicam que, a cada dia, 1.500 pacientes hospitalizados
sdo acometidos de uma complicacdo infecciosa (KEIM, 2005). A taxa de
mortalidade € de 10% a 20% por infecgao local (MEDEIROS et al., 2001).
Como exemplo, pode-se citar a bacteremia primaria associada a
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implantacéo de cateteres centrais, cuja taxa de mortalidade € de 5% a 9%
(MACHADO, 2001).

Nos EUA, um em cada 136 pacientes hospitalizados apresenta
doenca grave em consequéncia de infeccao hospitalar, o que equivale a dois
milhdes de casos e, aproximadamente, 80.000 mortes por ano (WHO, 2005).
Os custos com pacientes com infeccao sao de aproximadamente 3,5 bilhdes
de dolares ao ano (VICENT, 2003). Cerca de 80.000 infecgbes sanglineas
relacionadas ao implante de cateteres ocorrem anualmente naquele pais em
unidades de terapia intensiva (UTI), cujo tratamento é estimado em 296
milhdes a 2,3 bilhdes de ddlares. Esse tipo de infeccdo esta associado a
2.400 a 20.000 mortes por ano (MERMEL, 2001; O'GRADY et al., 2002;
TRICK, 2004).

As taxas de infeccées hospitalares dependem de varios fatores
relacionados a clientela, como niveis cultural e socioeconémico e seu estado
imunolégico, com alta incidéncia de doencas infecciosas comunitérias e
parcela predominante subnutrida (GARZON, 1993); as caracteristicas do
hospital; e ao sistema de controle de vigilancia epidemioldgica das infeccdes
hospitalares (MACHADO, 2001). Essas taxas podem ser reduzidas pela
introducé@o de protocolos padronizados para investigagao da infeccao e por
meio do uso prolongado de antibiéticos intravenosos (DENNISTON et al.,
2006).

O risco de adquirir infeccdo em um hospital € diretamente
proporcional a gravidade da doenca, as condi¢cées nutricionais do paciente,
aos procedimentos necessarios em seu tratamento e ao tempo de
internacao (MOURA; SILVA, 2001). O meio ambiente hospitalar, incluindo o
ar, a agua e as superficies inanimadas que cercam o0 paciente, possui
estreita relacao com as infec¢des hospitalares e pode proporcionar focos de
contato e de transmissdo (ANDRADE et al., 2000).

O uso de formulagbes para nutricdo enteral (NE) contaminadas
também pode estar associado a complicacdes infecciosas, sendo a diarréia
a complicacdo mais frequente. A administragcdo de féormulas pode causar
disturbios gastrintestinais e contribuir para infeccbes mais graves,
especialmente em pacientes imunodeprimidos (CARVALHO et al., 1999;
KEHR et al., 2002; KLAASSEN et al., 2002; LIMA et al., 2005). Isso pelo fato
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de um microrganismo viavel e nao viavel ou, até mesmo, produtos
microbianos, como exotoxinas, translocarem do intestino, por meio da
mucosa epitelial, para o interior de noédulos linfaticos mesentéricos e outros
orgaos extra-intestinais. A translocacdo pode ser desencadeada em
individuos sob antibioticoterapia, quimioterapia, radioterapia e em situagcdes
de estresse, o que favorece o supercrescimento de bactérias patogénicas
endogenas e, consequentemente, sua translocacado. Outro fator que pode
promover 0 supercrescimento bacteriano no intestino é a ingestdao de
alimentos contaminados.

Sondas nasoentéricas sdo descritas como fator de risco na aquisicao
de microrganismos resistentes a mdultiplas drogas (DUCKRO et al., 2005;
MATLOW et al.,, 2006), a exemplo de S. aureus resistente a meticilina
(MEHALL et al., 2002). Segundo Mehall et al. (2002), bactérias resistentes a
antibiéticos aderidas a esses dispositivos podem ser transferidas para
dispositivos de outros pacientes e causarem infeccdes. Esses pesquisadores
atribuiram como fonte de transmissédo as maos de enfermeiros e ressaltaram
a importancia de sua higienizacao e da implementacao das Boas Praticas de
Controle de Infecgbes.

Para diminuir o indice de infeccao hospitalar, a Organizacdo Mundial
da Saude recomendou a adocado de politicas nacionais de prevencao e
controle de infeccdo, estimulando a constituicdo de Comissées de Controle
de Infeccdo em todos os hospitais (WHO, 2004).

2.1. O género Staphylococcus

Este género pertence a familia Micrococcaceae e é constituido de 32
espécies (HOLT et al., 1994). Sao Gram-positivos, iméveis, ndo formadores
de esporos, anaerobios facultativos e com didmetro de 0,5 pm a 1,5 pm.
Encontram-se na forma de cocos, que se dividem em mais de um plano para
formar uma estrutura semelhante a cachos de uva (HOLT et al., 1994;
BAIRD-PARKER, 1990).

Podem se desenvolver em uma faixa de pH de 4,2 a 9,3, com pH
6timo de 7,0 a 7,5. Sua temperatura de maior crescimento é observada entre
30 e 37 °C, devendo ser ressaltado que a temperatura para produgédo de



enterotoxina se encontra na faixa de 37 a 40 °C (IGARASHI et al., 1986).
Essas bactérias sdo tolerantes a concentracbes de 10 a 20% de NaCl e
nitratos. Em geral, multiplicam-se em atividade de agua (a,) acima de 0,86
(JAY, 2005).

No homem, as bactérias do género Staphylococcus podem ser
encontradas no conduto nasal, trato digestorio, nos olhos, na garganta e
superficie da pele, sendo mais freqliente nas maos, bragos, rosto e feridas
(JAY, 2005; HOLT et al., 1994). Assim, essa bactéria pode contaminar o
alimento direta ou indiretamente (JAY, 2005).

Algumas espécies desse género, principalmente S. aureus, podem
sintetizar um grupo de exotoxinas chamadas de superantigenos tdxicos
pirogénicos (PTSAgs-Pyrogenic Toxin Superantigens) (BECKER et al.,
2001). As PTSAgs englobam a toxina da sindrome do choque toxico (TSST-
1-Toxic Shock Syndrome Toxin-1), as enterotoxinas estafilococicas (SE-
Staphylococcal enterotoxins), além de uma exotoxina pirogénica
estreptococica (SPE-Streptococcal Pyrogenic Exotoxins). Essas exotoxinas
podem exibir pelo menos trés propriedades bioldgicas: a pirogenicidade, a
capacidade de acentuar a endotoxicidade em coelhos e a
superantigenicidade, sendo esta Uultima propriedade importante, pois se
refere a habilidade dessas exotoxinas em estimular a proliferagcdo de
linfocitos T, o que induz a liberag&o de citocinas e, finalmente, causa a morte
dessas células. Os genes que codificam essas exotoxinas sdo transportados
por plasmidios, bacteriéfagos ou transposons (DINGES et al., 2000).

Essas enterotoxinas sao termoestdveis, ao contrdrio da bactéria.
Assim, permanecem ativas, apés tratamento térmico, nos alimentos,
tornando-se um risco em potencial para a saude do consumidor € um
problema para a saude publica (CARMO et al.,, 2002). Atualmente, ha
identificados 16 tipos de enterotoxinas estafilocdcicas (SE): SEA (A), SEB
(B), SEC1 (C4), SEC2 (C,), SEC3 (C3), SED (D), SEE (E), SEG (G), SEH
(H), SEI (1), SEJ (J), SEK (K), SEL (L), SEM (M), SEM (N) e SEO (O)
(CARMO, 2007), podendo algumas dessas ser produzidas no alimento em
contagens minimas até de 10° UFC/g (CARMO et al, 2002). As
enterotoxinas SEG (G), SEI (), SEJ (J), SEK (K), SEL (L), SEM (M), SEM
(N) e SEO (O) foram identificadas por seqlenciamento do gene, mas ainda
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nao foram purificadas. Assim, sao conhecidas apenas pelo sequénciamento
de aminoacidos (CARMO, 2007). A intoxicagdo caracteriza-se por sintomas
que incluem caibra muscular, dor de cabecga, vomito, hipotensdo, coélica
abdominal, nausea e, principalmente, diarréia. Em casos graves, o individuo
pode necessitar de cuidados médicos e criancas e idosos podem chegar ao
obito (CARMO, 1997).

Os sintomas provocados pela TSST-1 sdo agudos, potencialmente
fatais, incluem febre alta, descamacdo da pele e hipotensao (CHESNEY,
1989). Essa sindrome, diferentemente da gastroenterite causada pelas SE,
ainda nao foi associada ao consumo de alimentos. Todavia, pode indicar um
fator de viruléncia da estirpe (RAPINI et al., 2005).

A sindrome do choque toxico (TSS) é separada em duas categorias:
TSS menstrual e TSS nao-menstrual. A taxa de mortalidade por TSS € de
aproximadamente 10% a 15%, sendo inferior a 5% quando o patégeno
envolvido é S. aureus. Dos casos relacionados a menstruacdo, 99% das
mulheres utilizavam tampdes. A TSST-1 é um potencial estimulador para
liberacao de interleucina-1 (IL-1) e para a sintese do fator alpha de tumor e
necrose (TNF alpha). A acado dessas citocinas é responsavel pela maioria
das manifestacdes clinicas da TSS por S. aureus (REISS, 2000). O tipo nao-
menstrual responde por 45% dos casos e é secundario a infecgcdes, como
abscessos, celulite, bursite, traumatismos infectados, infec¢cdes puerperais
(p6s-parto), cirargicas em geral e infecgdes vaginais (FERGUSON; TODD,
1991). A sindrome associada a infec¢des de ferimentos apds cirurgia tem
periodo de incubacdo de um dia a quatro dias, e, com freqiiéncia, doenca
ocorre rapidamente (REISS, 2000).

Além desses fatores de viruléncia, as bactérias do género
Staphylococcus podem sintetizar quatro classes de citotoxinas. Estas
incluem quatro hemolisinas, denominadas: (i) a-toxina, que é citolitica, age
na formagdo de poros em membrana de varios tipos celulares e induz a
sintese de eicosandide, prostaglandinas, que resulta em vasoconstri¢do; (ii)
B-toxina ou esfingomielinase C, que causa lise de membranas celulares
ricas em esfingomielina, sendo toxica para varios tipos celulares, como
hemacias, leucécitos, plaquetas, fibroblastos e macroéfagos; (iii) -toxina, que

atua em membranas celulares formando poros em uma ampla variedade de
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tipos de células de mamiferos (BOHACH et al., 1997); (iv) y-toxina ou
leucotoxinas; e (v) leucocidina de Panton-Valentine (PVL-Panton-Valentine
Leucocidin). Estas duas ultimas toxinas formam um sistema bi-componente,
que é secretado de forma independente. Estas toxinas, também chamadas
de leucotoxinas, sdo tdéxicas sinergicamente para neutrofilos
polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos (PREVOST et al., 1995).

Alguns estafilococos patogénicos sao identificados pela capacidade
de produzir coagulase (KLOOS; MUSSELWHITE, 1975). Essa caracteristica
distingue as estirpes coagulase positivas, S. aureus, S. intermedius e S.
hyicus daquelas que sdo coagulase negativas (ECN), por exemplo S.
epidermidis, S. lugdunensis e S. saprophyticus, sendo estas Ultimas todas
patdgenos humanos (HARRIS; RICHARDS, 2006).

2.2. Staphylococcus spp.: causa de infeccoes hosocomiais

Infecgdo hospitalar € definida pela Portaria 2.616, de 12 de maio de
1998, do Ministério da Saude, como “aquela adquirida apés a admissédo do
paciente e que se manifeste durante a internagdao ou apds a alta, quando
puder ser relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares”
(BRASIL, 1998). E o resultado de uma série de interacdes entre um agente
de doenca, que sao 0S microrganismos ou seus produtos (toxinas); o
hospedeiro, que é o paciente; e o0 ambiente, que sado os locais de cuidados
dentro do hospital (SAO PAULO, 2006).

As infec¢des hospitalares representam um grave problema médico-
social, e o seu melhor conhecimento, prevengcédo e controle constituem um
desafio a ser enfrentado. Entre os microrganismos associados a etiologia
dessas infeccbes, Staphylococcus aureus (MUNDIM et al.,, 2003) e
estafilococos coagulase negativa permanecem como importantes patégenos
(COSTA et al., 2004).

O género Staphylococcus é considerado o mais importante causador
de infec¢des devido a implantes, contribuindo para os casos de bacteremia
hospitalares (COLLIGNON et al., 2005; ARCIOLA et al., 2002; FRERE et al.,
1999; HUEBNER; GOLDMANN, 1999). S. aureus e S. epidermidis, por

serem habitantes comensais da pele humana, possuem facil acesso pelos



ferimentos, podendo alcancar dispositivos implantados. Freqlentemente, é
causa persistente e cronica de infeccbes em humanos com cateter, protese
e outros dispositivos (RESCH et al., 2004). Isso ocorre uma vez que essas
superficies favorecem sua colonizacdo, que pode acontecer rapidamente
nas primeiras 24 horas, em razao de compostos sintetizados pelo
hospedeiro, como plaquetas, proteinas do tecido e plasma (DONLAN, 2001;
MAKI, 1994). Ultimamente, também tém sido isoladas de infecgées humanas
e animais as espécies S. schleiferi e S. hyicus. A diferenciacdo desses
estafilococos se baseia em propriedades fisioldégicas, enziméticas e
bioquimicas (BERNARDES et al., 2004).

S. aureus é o patégeno humano mais importante do género
Staphylococcus. As manifestacdes clinicas das doencas causadas por esse
patégeno variam desde intoxicacées alimentares, ou infeccdes cutaneas de
pouca importancia, até infecgcbes hospitalares graves, principalmente da
corrente sanglinea (BROOKS et al., 2000). Infeccbes causadas por S.
aureus acometem pacientes em todas as faixas etarias, com maior
freqUiéncia nos extremos de idade, em especial em pacientes com idade
acima de 50 anos (MOREIRA et al.,1998).

Em certas situacoes, S. aureus pode expressar genes que sintetizam
fatores de viruléncia, que, além de promoverem a aderéncia ao tecido
danificado, podem diminuir as funcées de defesa do organismo. Além do
mais, essa bactéria secreta exotoxinas e enzimas que podem causar uma
variedade de infeccoes cutaneas e sistémicas, incluindo furlinculos,
abscessos subcutaneos, sindrome estafilocécica da pele escaldada (SSSS),
sindrome do choque toxico e sindrome do choque téxico neonatal (NTED)
(IWATSUKI et al., 2006).

Até duas décadas atras, estafilococos coagulase negativa (ECN)
eram considerados microrganismos comensais. Entretanto, tornaram-se
patogénicos a medida que se universalizou o0 uso de antissépticos e o
excessivo uso de meticilina e oxacilina que pressionou a producao de B-
lactamase e multipla resisténcia aos antibioticos (SHINEFIELD, 2001;
MIURA, 2002).

Dentre as espécies de ECN, S. epidermidis é clinicamente o mais

importante em recém-nascidos. Esta bactéria, nos EUA, é responsavel por
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aproximadamente de 10% a 27% de todos os casos de bacteremia em
unidades de terapia intensiva neonatal (UTIN). Entre os infectados, a maioria
€ prematura (80%), sendo a metade com imaturidade imunolégica
(SHINEFIELD, 2001; MIURA, 2002).

Os fatores de risco para a infecgcdo por ECN incluem a presenca de
corpo estranho, como sonda nasogastrica, cateter venoso central, cateter
umbilical, derivagcdo ventriculo-peritonial, tubo endotraqueal, ventilacao
mecanica, dreno toracico, cateter de dialise peritonial, antibiéticos prévios e
nutricdo parenteral (CUNHA et al., 2002). Silbert et al. (1997), em estudo
para determinar a prevaléncia de infeccdo versus contaminagdao em
pacientes, observaram que a presenca desses corpos estranhos aumentou a
chance de infeccdo em 4,4 vezes e 0 uso prévio de antibidticos, em 5,4
vezes. Os ECN e, em especial, S. epidermidis sao os agentes etiolégicos
mais importantes das infecgbes relacionadas a cateteres, sendo
responsaveis por 50,0% a 70,0% dos casos (VON EIFF et al., 2001).

A identificacdo das espécies de estafilococos é de grande
significancia devido ao aumento de seu significado clinico. E importante
reconhecer provaveis reservatérios, para avaliar a distribuicdo dessas
espécies bacterianas envolvidas em complicagdes infecciosas hospitalares e
promover a monitorizacao da incidéncia de resisténcia entre elas (KEIM,
2005).

2.3. Avaliacao de ar de ambientes, superficies e manipuladores

O ar em um local de preparo de alimentos pode constituir uma fonte
de contaminacdo. Deve ser dada atencao especial a possibilidade de o ar
representar veiculo de microrganismos patogénicos, comprometendo a
seguranca alimentar (EVANCHO et al., 2001).

Os microrganismos podem estar presentes nos ambientes na forma
de aerosséis, que consistem de particulas dispersas no ar. Essas, por sua
vez, podem ser liquidas (gotas), sélidas ou, ainda, incluir ambos os tipos e
também transportar células isoladas ou aglomeradas (SULLIVAN, 1979;
NORTHCUTT et al., 2004; BURFOOQOT, 2005). Aerossbis podem ter muitas

fontes, incluindo materiais crus, pessoas, embalagens e movimentagao de
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equipamentos (BURFOOT, 2005). Holah (1995) mostrou que operagdes de
limpeza sao as principais fontes de aerossbis que podem incluir
microrganismos. Essas operacdes incluem, por exemplo, lavar bandejas,
equipamentos e chao.

Resultante da atividade de pessoal, a microbiota do ar é constituida
por células vegetativas de bactérias, especialmente S. aureus,
estreptococos, micrococos e outros microrganismos associados com o trato
respiratério humano, cabelos e pele (SVEUM et al., 1992).

A melhor maneira para controlar contaminacao por ar é restringir a
geracao de aerossoéis. Uma vez que a particula se encontra em suspensao,
€ dificil controlar sua movimentacdo no ar, pois ai atuam a acdo da
gravidade, a conveccao térmica e a dispersdao por turbuléncia. A correta
especificacdo e instalacdo de equipamentos de ar (ar-condicionados e
exaustores, por exemplo) podem assegurar que a maioria das particulas nao
contamine alimentos expostos. Para isso, recomendam-se adotar trés
sugestodes: (i) utilizar suficiente taxa de troca de ar e filtragdo para remover
as particulas; (ii) fornecer ar suficiente para manter uma pressao positiva em
areas de risco elevado e restringir o fluxo de ar que vem de areas de baixo
cuidado; e (iii) assegurar que o fluxo n&o crie regides de baixa pressao
préximas a frestas de portas, portinholas e outras aberturas que podem levar
a contaminacdo das areas de baixo cuidado. Vale ressaltar que a filtracéao é
um dos principais fatores no controle da concentracao de particulas do ar em
ambientes. O /layout industrial e as operagcbes também tém grande e
significante impacto na dispersao de aerosséis (BURFOQOT, 2005).

O risco de contaminacao de alimentos em ambientes de alto cuidado
depende de muitos fatores, dentre os quais se destacam: (i) taxa de geracao
de particulas do ar; (i) tamanho e velocidade das particulas; (iii) niumero de
particulas que contém microrganismos; (iv) direcao do fluxo de ar no
ambiente; e (v) tempo de exposicao e area da superficie do alimento. Esses
fatores sdo importantes porque controlam a distancia percorrida, o tempo no
ar e a distribuicdo espacial dos microrganismos e sdo analisados por
equipamentos, como: (i) analisadores de Fase de Efeito Doppler, tecnologia
que emprega laser para medir tamanho e velocidade de gotas geradas; (ii)

anemdmetros, principalmente os ultra-sbnicos, que permitem medir a
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velocidade e direcao do ar; e (iii) amostradores de ar que identificam e
quantificam microrganismos (BURFOOT, 2005).

A determinacao da qualidade microbiol6gica do ar pode ser realizada
por varios métodos, incluindo a técnica de sedimentagcao simples, impressao
em superficie de &gar, empregando-se o amostrador de ar, filtracao,
centrifugacéo, precipitagdo eletrostatica, colisio em liquido e precipitacao
térmica. Cada método possui suas vantagens e limitacoes. Assim, a selecao
de um amostrador de ar e de um método adequado ao que se pretende é
um ponto a ser considerado para o monitoramento da qualidade do ar. Os
métodos de sedimentacdo e impressdao em agar sdo mais utilizados e
permitem o uso de meios seletivos ou ndo para deteccédo e quantificagao de
microrganismos presentes nos bioaerossbis (EVANCHO et al.,, 2001). A
eficiéncia da avaliacdo microbiolégica do ar varia de acordo com o
amostrador utilizado e a natureza dos bioaerosséis a serem amostrados
(HUYS et al., 2005).

Utilizando o método de sedimentacdo em placa, Pasquarella et al.
(2000) propuseram o indice-padrdo denominado indice de Contaminacédo
Microbiolégica do Ar (IMA), para avaliagdo microbiolégica de ar a ser
adotada na Europa. Consiste em manter a placa de Petri de 90 mm de
didmetro exposta por 1 h, a 1 m de altura do piso e 1 m de distancia de
paredes ou obstaculos, referindo-se como sistema 1/1/1. Propuseram
também que nos hospitais, em salas cirurgicas e enfermarias, tenham
contagens maximas de 25 e 50 UFC.placa” de bactérias meséfilas totais,
respectivamente.

Carvalho (2005), avaliando a qualidade microbiol6gica de ar de
enfermarias de pacientes infectados (casos) ou ndo por S. aureus (controle),
encontrou valores referentes ao IMA abaixo de 50, sendo observadas
contagens de 41,3 UFC.placa™ e 26,5 UFC.placa™ de meséfilos aerdbios
nas enfermarias de casos e controles, respectivamente. Apesar de esse
indice ndo ser elaborado para contagens de S. aureus, Carvalho (2005)
investigou o0s niveis de contaminacdo do ar para essa bactéria,
estabelecendo como paralelo o IMA. Valores de 9,5 UFC.placa’ em
enfermarias de casos e de 4,4 UFC.placa’ em enfermarias de controles

foram observados, sendo, assim, muito abaixo do que o estabelecido
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(PASQUARELLA et al., 2000). Os resultados relativos as contagens totais
também n&o apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre os
ambientes de casos e controles, sendo as contagens de bactérias mesofilas
totais, em média, 10 vezes mais altas que as observadas para S. aureus.

Os amostradores de ar que fazem sucg¢ao consistem em imprimir
certo volume de ar em agar ou meio seletivo. Esses amostradores de ar
podem ser de um ou multiplos estagios, ou seja, contém uma ou uma série
de placas de metal, com orificios igualmente dispostos e sucessivamente
menores. Essa série de placas permite que as particulas menores sejam
coletadas nos estagios finais, devido ao aumento da velocidade do ar
(KANG; FRANK, 1980). Com um fluxo constante de 100 L de ar por minuto,
o MAS 100 Air Sampler-Merck (Figura 1) é um amostrador que tem a
capacidade de coletar e recuperar particulas vidveis acima de 1 mm
(MERCK®, 2007). Esse equipamento coleta o ar que atravessa uma placa de
metal com 400 poros, igualmente distribuidos, & velocidade de 0,45 m.s™, e
o imprime em uma superficie de meio de cultura, por aspiracao vertical ou
horizontal. E classificado pela 162 edicdo de Standard Methods for the
Examination of Dairy Products como meétodo classe B, método testado,
usado com eficacia em certas situagdes de pesquisa. O amostrador fornece
resultados corretos e precisos, compensando fatores como influéncia do

fluxo de ar, volume de agar e dimenséo da placa (EVANCHO et al., 2001).

Figura 1 — Amostrador de ar por sucgao.
Fonte: MERCK, 2007.
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Amostradores de ar tém sido utilizados em pesquisas para contagens
de microrganismos em ambientes hospitalares (PEREIRA et al., 2005;
SEXTON et al., 2006; ANDERSEN et al., 2002). De acordo com Salustiano
et al. (2003), a técnica de impressao em agar permite a recuperacao de duas
a 10 vezes mais células microbianas do que a técnica de sedimentacao
simples.

Segundo Tang et al. (2006), doencas causadas por estafilococos, cuja
fonte de contaminacdo € o ar, sdo raras de ocorrer, contudo vém sendo
demonstradas em pacientes que possuem doencas respiratérias virais
associadas. Esses pesquisadores relataram também que se um
microrganismo patdégeno tem alguma parte do seu ciclo de vida no trato
respiratério, € muito provavel de estar presente em aerossois espalhados no
ambiente por meio da fala, respiragdo, tosse e espirros, e, portanto, o ar
pode ser uma via de disseminacao e aquisicao de infecgdes. Todavia, para
outros patégenos humanos que podem multiplicar em muitas superficies,
dentro ou fora do corpo humano, por exemplo S. aureus, essa forma de
transmissdo nao esta bem esclarecida. Sabe-se que, além da transmissao
principal, por meio de contato, existe o indicio de que pacientes portadores
dessa bactéria no trato respiratério podem dissemina-las por meio de
aerossois de curto alcance (< 1 m). Os microrganismos que causam com
maior freqiéncia infeccoes respiratérias sdao: Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus  aureus, Acinetobacter, Klebsiella pneumoniae e
Enterobacter (SOUZA; 2005; TEIXEIRA et al., 2004; SILVA et al., 2003). Por
exemplo, casos de pneumonia por Methicillin-Resistant S. aureus (MRSA)
tém como via de transmissao principal a via aérea (CARVALHO, 2005;
WEBER; RUTALA, 2003).

Ayliffe et al. (2001) relataram que S. aureus pode ser disseminado
durante a arrumacao de cama, quando presente em células epiteliais em
fébmites (substancias inanimadas capazes de transmitir doencas
contagiosas), a exemplo de lengbis. Essas particulas, em sua maioria, tém
mais de 5 um de didmetro (SHIOMORI et al., 2002) e sedimentam sobre as
superficies devido a gravidade (PASQUARELLA et al., 2000). Shiomori et al.
(2002) relataram que durante a arrumagao de camas ha um aumento na
contagem de MRSA no ar de 4,7 UFC. m™® para 116 UFC.m™ para cada
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paciente infectado internado, e essas contagens continuaram aumentando
apd6s 15 min.

As superficies sujeitas a adesao microbiana podem ser consideradas
potenciais fontes de contaminacédo do ar do ambiente, fornecendo condi¢coes
adequadas para formacdo de bioaerosséis (HELDMAN, 1974; BRABES,
2005).

A contaminacdo de superficies ocorre por meio do contato com
manipuladores e também por meio da deposicdo de particulas de ar
contendo microrganismos, originando uma contaminac¢do cruzada (SILVA,
1996). A técnica do swab, ou rinsagem, é recomendada para isolar e
quantificar microrganismos em manipuladores, superficies de equipamentos
e utensilios (EVANCHO et al., 2001).

Superficies que entram em contato com os alimentos apresentam
diferentes microtopografias de superficie, podendo apresentar fissuras, ou
microfissuras ou fendas com tamanho suficiente para abrigar
microrganismos (BOWER et al., 1996; CARELI, 2005). Assim, equipamentos
e utensilios mal higienizados tém sido associados a surtos de doencas de
origem alimentar ou a alteracées de alimentos durante o processamento
(SILVA, 1996). Aproximadamente, 16% dos surtos de intoxicagbes e
infeccbes alimentares sao devidos a superficies de utensilios e
equipamentos contaminados (BANWART, 1989). Haeghebaert et al. (2002)
mostraram que a contaminacdo de equipamentos contribuiu com 59% de
surtos de doencas de origem alimentar investigadas na Franca, durante o
ano de 2001. Conseqlientemente, € importante melhorar o conhecimento
dos fatores envolvidos na transferéncia de microrganismos de equipamentos
para os alimentos, especialmente durante o contato do alimento com a
superficie.

O contato direto dos alimentos com os manipuladores € outra fonte de
contaminacdo a ser referida. Aproximadamente, 2,1 milhdes de pessoas
apresentaram quadros de doencas alimentares em 2000, nos Estados
Unidos. Dados revelaram que ocorreram 325.000 hospitalizacbes e 5.000
mortes no mesmo ano (SMITH et al., 2000).

A preocupacao maior & com relacdo a passagem de microrganismos

dos manipuladores para os alimentos, a partir das vias aéreas superiores —

15



como nariz, garganta e faringe — da pele, das maos e de lesbes, como
feridas. Mais importante ainda € a recontaminacdo dos alimentos ja
preparados pelos alimentos crus, tendo as maos como veiculo de
transferéncia importante, além de superficies, utensilios e uniformes. O uso
de luvas de borracha, latex ou silicone, € questionavel, pois elas nao
necessariamente ajudam a melhorar as condicbes bacteriolégicas dos
alimentos, principalmente pelo fato de que o uso de luvas pode levar os
manipuladores a negligenciar a lavagem correta das maos. Estudos
comprovam que a higienizacao adequada das maos € mais eficiente do que
o uso de luvas (CARMO et al., 2002).

Em hospitais, a principal via de aquisicio de MRSA é através das
maos de profissionais de saude, sendo os principais reservatérios de S.
aureus nos hospitais o0s pacientes infectados/colonizados por esse
microrganismo (BOYCE, 2004). Segundo Kluitmans et al. (1997), esse
patégeno é eliminado no ambiente por meio de “escamas”, que se
desprendem da pele ou por aerossobis contaminados (KLUITMANS et al.,
1997). Assim, sua transmissao de paciente a paciente pode ocorrer tanto por
via aérea quanto por contato direto (maos) e indireto (SHIOMORI et al.,
2002).

A relacdo entre manipuladores de alimentos e doencas bacterianas de
origem alimentar pode ser a responsavel pela contaminacéo dos alimentos,
principalmente através de manipuladores doentes, de portadores
assintomaticos, de manipuladores que apresentam habitos de higiene
pessoal inadequado, ou, ainda, 0s que usam métodos higiénicos
inadequados, na preparacao de alimentos (SMITH et al., 2000).

2.4. Antibioticos e resisténcia bacteriana

O uso de substancias antimicrobianas na pratica médica teve inicio
antes mesmo da descoberta dos microrganismos. Relatos apontam que
Hipocrates (460 - 377 a.C.) realizava a lavagem dos ferimentos com vinho,
com a finalidade de evitar infec¢cdes. Entretanto, o grande impacto para a
comunidade cientifica na antibioticoterapia foi a descoberta da penicilina, por
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Alexander Fleming, em 1929, quando trabalhava com colbnias de
Staphylococcus spp. (FERREIRA, 1997).

Produzidos por bactérias ou fungos filamentosos, os antibiéticos sao
substancias quimicas que possuem atividade bactericida ou bacteriostatica
sobre microrganismos (PAIVA NETTO, 1989).

O uso adequado de antibiéticos nao apenas em nivel hospitalar, mas
também no manejo das infec¢gdes mais comuns da comunidade, tem sido
objeto de discussdes cada vez mais freqlentes, na tentativa de conter os
crescentes indices de resisténcia que vém sendo observados. Para clinicos
e pediatras, a escolha do agente antimicrobiano € um ponto-chave. Nesse
momento, a atencdo da comunidade médica e do publico em geral esta
dirigida para os altos custos das medicacoes e para os indices crescentes
de resisténcia aos antibidticos. Portanto, a escolha judiciosa de
antibacterianos vem se tornando prioritaria (FERREIRA et al., 2006).

O uso indiscriminado desses antimicrobianos provoca o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana e, conseqlentemente, o
surgimento de infeccées por meio de microrganismos multirresistentes. Por
esse motivo, cada vez mais se torna necessario o conhecimento do perfil de
sensibilidade das bactérias que mais freqlientemente causam infecgdes e do
modo de disseminacao dessa resisténcia.

Resisténcia é descrita como uma relativa insuscetibilidade do
microrganismo para um tratamento em condi¢des particulares (GILBERT;
McBAIN, 2003).

A resisténcia pode ser intrinseca ou extrinseca. Resisténcia intrinseca
€ baseada em caracteristicas inerentes ao microrganismo, como fisiologia e
particularidades estruturais da estirpe, por exemplo morfologia e composicao
da parede celular, sendo pouco provavel de ser transmitida para outros
microrganismos; assim, nao representando risco de disseminagdo do gene.
A resisténcia adquirida (extrinseca) ocorre devido a mutagdes ou aquisicao
de DNA de outras bactérias (WRIGHT, 2005), por meio de mecanismos de
transferéncia de material genético, como: conjugacédo (transferéncia de
genes por meio da formacao de pilus ap6s contato direto célula-célula,
diferindo dos demais), transformacéao (aquisicdo de DNA livre diretamente do
meio), transdugcdo (0 DNA é transferido por meio de bacteridfagos) e
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transposicao (transferéncia de genes de um local do DNA para outro por
meio de transposons) (SNYDER; CHAMPNESS, 2003).

Atualmente, sabe-se que iniciar precocemente a antibioticoterapia,
antes mesmo de obter respostas do laboratério, em relacdo a cultura do
agente microbiano e provas de sensibilidade, salva a vida de muitos
pacientes. Todavia, a situagdo ideal € conhecer primeiramente qual a
suscetibilidade da bactéria antes de empregar drogas de acao
antimicrobiana. Em muitas situacdes, observa-se que infeccdes respondem
a uma droga antimicrobiana escolhida empiricamente, mas, no momento em
que se recebe a andlise de suscetibilidade, observa-se que no paciente os
microrganismos seriam resistentes in vitro aquela droga. O contrario também
€ verdadeiro quando se observa que in vivo ndo ha resposta adequada, mas
0 microrganismo é suscetivel ao antibiotico in vitro. A explicacao para tais
fatos € devida a fatores inerentes ao tecido em que ha infecgéo, por exemplo
baixo pH, pouca disponibilidade de oxigénio e suprimento sanglineo
deficitario (FERREIRA, 1997).

2.4.1. Classes Principais de Antibiéticos

A indicacdo clinica de determinado antibi6tico exige o conhecimento
de suas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas, que permitem
0 seu emprego racional e a obtencdo dos resultados desejados. Com o
intuito de facilitar essa escolha, os antibidticos séo classificados de acordo
com a sua estrutura quimica e efeito sobre o microrganismo, sendo
bacteriostatico ou bactericida, e segundo seu espectro de acao (PAIVA
NETTO, 1989; TAVARES, 2001). Neste ultimo caso, podem atuar inibindo a
sintese da parede celular, de proteinas, promovendo alteragcdes na
membrana celular e impedindo a duplicagdo do cromossomo (PAIVA
NETTO, 1989).

2.4.1.1. B-Lactamicos

As B-lactaminas compreendem um grupo de substancias

caracterizadas pela presenca do anel central B-lactamico (Figura 2) de
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quatro membros comuns, em que seu principal modo de acéo é a inibicao da
sintese da parede celular (NCCLS, 2003; TAVARES, 2001). Estruturas
adicionais em anel ou grupos substitutivos acrescentados ao anel -
lactamico determinam se o0 agente é, ou ndo, penicilina, cefem, carbapenem
ou monobactam (NCCLS, 2003).

H H
C C
N

Figura 2 — Anel B-lactamico.

2.4.1.1.1. Penicilinas

O termo penicilina é a dominagdo genérica de um amplo grupo de
agentes bactericidas que inclui a penicilina G, penicilina V, oxacilina,
diicloxacilina, nafcilina, ampicilina, amoxicilina, ticarcilina e piperacilina
(REESE et al., 2002).

O mecanismo de acdo exato desses compostos nao foi
completamente elucidado. Entretanto, sabe-se que agem sobre
peptideoglicanos, impedindo o desenvolvimento da sua estrutura normal na
parede celular, tornando-a mais fragil e suscetivel a lise (CUNHA, 2006). O
espectro desses antimicrobianos inclui, principalmente, bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas e algumas fastidiosas que nao produzem -
lactamase (NCCLS, 2003).

As penicilinas sao divididas em dois grupos, as naturais e as semi-
sintéticas. As naturais sdo obtidas por fermentagdo pelo microrganismo

Penicilium chrysogenum, como também pelo Penicilium notatum. Na pratica
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clinica s&o utilizadas a benzil-penicilina (penicilina G) e fenoximetil-penicilina
(penicilina V) (TAVARES, 2001). Pelo fato de apresentarem baixo espectro
de atividade e sensibilidade as penicilinases (enzimas sintetizadas
principalmente por S. aureus que adquirem resisténcia pela transdugéo de
plasmidio) (TAVARES, 2001), penicilinas semi-sintéticas tém sido
desenvolvidas em laboratério pela adicao de diferentes radicais a estrutura
das penicilinas naturais (CUNHA, 2006). Esses compostos sintéticos sao
produzidos por meio da modificacdo da cadeia lateral da estrutura nuclear
comum das penicilinas, que inibe a acdo da penicilinase (uma
betalactamase), impedindo a abertura do anel betalactamico (REESE et al.,
2002). As penicilinas semi-sintéticas podem ser divididas em trés grupos: (i)
pequeno espectro (feneticilina e propicilina), absorviveis por via oral, mas
sao sensiveis a acao de penicilinase; (ii) pequeno espectro e resistentes a
acao da penicilinase (meticilina, oxacilina e seus derivados); e (iii) largo
espectro, como ampicilina, amoxicilina, epicilina, carpecilina e outras
(TAVARES, 2001). Esses Uultimos agentes bactericidas sao utilizados
principalmente para tratar S. aureus produtores de penicilinases, mas
sensiveis a meticilina (REESE et al., 2002).

As principais vantagens das penicilinas e derivados sdo o baixo custo
do tratamento, o alto indice terapéutico e a baixa toxicidade (FERREIRA,
1997).

2.4.1.1.2. Combinacoes B-lactamico/lnibidor da B-lactamase

Essas combinagdes de antimicrobianos incluem a penicilina e um
segundo agente que tem atividade antibacteriana minima, mas funciona
como inibidor de algumas B-lactamases. Atualmente, trés inibidores da [3-
lactamase sédo utilizados: o &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam. Os
resultados de testes de apenas parte da penicilina da combinacao contra
organismos produtores de [-lactamase ndo prediz a sensibilidade a
combinacao das duas drogas (NCCLS, 2003).

Sultamicilina € um antibiético desenvolvido especificamente para fazer
face a problemas de resisténcia. E uma pré-droga dupla, cuja combinagdo

de antibidticos é composta por ampicilina, um B-lactdmico e sulbactam, um
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inibidor de B-lactamase. O espectro de acao desses compostos compreende
cocos e bacilos Gram-positivos, Gram-negativos aerdbicos e alguns
anaerébicos (REESE et al., 2002).

2.4.1.1.3. Cefens (incluindo cefalosporinas)

Os antimicrobianos conhecidos como cefens incluem as
cefalosporinas, assim como o0s agentes nas subclasses cefamicina,
oxacefem e carbacefem. Os diferentes agentes antimicrobianos cefens
podem apresentar um espectro de atividade ligeiramente diferente contra as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As diversas cefalosporinas sao
classificadas como cefalosporinas de primeira, segunda, terceira ou quarta
geracdes, de acordo com uma sequiéncia cronolégica. Os representantes de
um grupo ou geracgao especifico ndo possuem necessariamente o mesmo

espectro de atividade (NCCLS, 2003), conforme indicado na Tabela 1.

Tabela 1 — Espectro de acao de cefalosporinas

Cefalosporina Espectro de Acao

- Apresentam boa atividade contra bactérias
Gram-positivas e menor contra Gram-negativas.
Primeira geracao Excecdo feita a enterococos e S. aureus
meticilina-resistente e S. epidermides. Exemplos:
cefalotina e cefalexina.

- Possuem atividade maior contra bactérias
Gram-negativas, em comparagao com a primeira
geracao de cefalosporina. Exemplos: cefaclor e
cefamandol.

- S4o menos ativas contra bactérias Gram-
positivas, em comparagdo com a primeira
Terceira geragéao geragao. Todavia, possuem maior agdo contra
Gram-negativas, comparando as duas geracoes
anteriores. Exemplos: ceftazidima e ceftriaxona.

- Cefepima é, as vezes, chamada de
cefalosporinas de quarta geracdo, mas podem
ser descritas como um “hibrido” de cefotaxima e
ceftazidima. Apresentam maior estabilidade
diante da hidrélise mediada por beta-lactamases
cromossémicas ou daquelas transmitidas por
plasmidios. Por isso, maior espectro de agao
contra Gram-positivas.

Fonte: Adaptado: PAIVA NETTO, 1989; REESE et al., 2002.

Segunda geracgao

Quarta geragao
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As cefalosporinas continuam sendo antibiéticos de ampla utilizagéo
popular. Sdo drogas seguras, familiares aos clinicos e, principalmente, ativas
contra S. aureus produtores de penicilinases, sendo seu uso possivel em
pacientes com alergias do tipo retardado as penicilinas (REESE et al., 2002).

O mecanismo de acado das cefalosporinas é semelhante ao das
penicilinas. Agem interferindo na sintese da parede celular bacteriana,
especificamente na fase de transpeptidacao (BASSOI, 1975).

Com o advento de novos antibiéticos, principalmente com as novas
quinolonas, em 1980, e dos novos macrolidios, claritromicina e azitromicina
na década de 1990, o dominio do mercado de antibidticos exercido pelas

cefalosporinas reduziu-se (REESE et al., 2002).

2.4.1.1.4. Carbapenémicos

A estrutura dos carbapenémicos (imipenem e meropenem) difere
ligeiramente da estrutura das penicilinas. Contudo, s&o muito mais
resistentes a hidrdlise por B-lactamase, o que lhes da um amplo espectro de
atividade contra muitas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (NCCLS,
2003).

2.4.1.1.5. Monobactanos

Os agentes antimicrobianos monobactanos sao [-lactamicos
monociclicos (NCCLS, 2003). O aztreonam, que possui estreito espectro de
acao somente para as bactérias aerdbicas Gram-negativas, incluindo a
maioria das enterobactérias (FERREIRA, 1997). E o Gnico monobactamico
aprovado pelo Food Drugs and Administration United States-FDA (NCCLS,
2003).

O aztreonam foi o primeiro monobactamico de utilidade clinica. Ativo
contra a maioria dos microrganismos Gram-negativos, sem a nefrotoxicidade
dos aminoglicosideos (gentamicina ou tobramicina). Contudo, possui pouca
ou nenhuma atividade contra Gram-positivos (REESE et al., 2002).
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2.4.1.2. Glicopeptidicos

Estes antibidticos constituem a classe dos aminociclitois, pois em sua
estrutura contém um derivado de ciclitol. Apresentam atividade bactericida,
por provocarem alteracdes ribossomais, de tal modo que a formagédo das
proteinas aconteca de forma anormal, levando a lesdes irreversiveis da
célula bacteriana (TAVARES, 2001). A atividade deste grupo de agentes
antimicrobianos é dirigida as bactérias Gram-positivas (NCCLS, 2003).

Vancomicina é um exemplo de agente antimicrobiano glicopeptidico,
isolado do fungo Amycolatopsis orientalis. E ativo principalmente contra S.
aureus, S. epidermidis, Clostridium difficile e Corynebacterium spp., mas nao
possui atividade contra bactérias Gram-negativas e micobactérias. A
consolidacdo da vancomicina como um poderoso antibi6tico contra bactérias
Gram-positivas multirresistentes trouxe um periodo de certa tranquilidade na
interminavel guerra contra microrganismos patogénicos. Entretanto, essa
situacdo € rompida com o aparecimento das primeiras estirpes de
enterococos resistentes a vancomicina, conhecidos por Vancomycin-
Resistant Enterococci (VRE) e mais recentemente com a transmissdo de
genes responsaveis pela resisténcia a vancomicina presentes nos VRE para
S. aureus MRSA, confirmado em trés casos isolados (CDC, 2004; CDC,
2002b; CDC, 2002a), sendo conhecidos como Vancomycin-Resistant S.
aureus (VRSA) (SILVEIRA et al., 2006).

2.4.1.3. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao usados, principalmente, para tratar
infeccbes por bastonetes Gram-negativos aerdbios ou em combinagbes
sinérgicas com agentes antimicrobianos ativos na parede celular (penicilina,
amicacina, ampicilina e vancomicina) contra algumas bactérias Gram-
positivas resistentes, como os enterococos (NCCLS, 2003). Inibem a sintese
protéica de bactérias em nivel de ribossoma, por se ligarem
irreversivelmente a porcdo 30S. Sdo muito Uteis devido ao custo, ao raro

desenvolvimento de resisténcia bacteriana, ao pequeno risco de reacoes
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alérgicas e por haver conhecimento a respeito de sua toxicidade (REESE et
al., 2002).

2.4.1.4. Macrolidios

Os macrolidios sao agentes antimicrobianos estruturalmente afins que
inlbbem a sintese protéica em nivel ribossémico, por se ligarem
irreversivelmente as subunidades 50S. A eritromicina e os seus derivados
semi-sintéticos claritromicina e azitromicina sdo o0s macrolidios mais
utilizados nos EUA, e suas modificagcdes estruturais tém como objetivo
melhorar a penetracdo tissular e ampliar o espectro de atividade. Sao
geralmente bacteriostaticos, contudo podem ser bactericidas sob
determinadas condi¢des ou contra certos microrganismos. Apresentam
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (REESE et al.,
2002). Claritromicina e Azitromicina também sdo outros exemplos de

antibioticos desta classe.

2.4.1.5. Tetraciclinas

Descobertas ha mais de 50 anos, as tetraciclinas continuam uma das
classes de antibiéticos mais prescritas no mundo (REESE et al., 2002). Sao
bacteriostaticas pelo fato de inibirem a sintese protéica, em nivel
riboss6mico, de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (NCCLS, 2003).
A doxiciclina € a tetraciclina mais utilizada devido as suas propriedades
farmacocinéticas superiores, menor toxicidade, tolerancia aumentada e
custo razoavel (REESE et al., 2002).

2.4.1.6. Quinolonas

Este grupo inclui compostos estreitamente relacionados, cujo principal
modo de agdo € a inibicdo da atividade da DNA-girase de muitas bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (REESE et al.,, 2002). Uma vez que
existem algumas diferencas no espectro de atividade, pode ser necessario
testar individualmente os agentes (NCCLS, 2003). Sao divididos em quatro

geracdes, e as duas Ultimas apresentam maior atividade contra Gram-
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positivos aerdbios, bem como contra Gram-negativos e microrganismos
responsaveis por pneumonias atipicas. Dentre um dos representantes deste
grupo, encontra-se um antibiético de segunda geracgao, o ciprofloxacina, cuja
atividade € muito eficaz contra Pseudomonas spp. (REESE et al., 2002).

2.4.1.7. Inibidores da Via Metaboélica do Folato

Este grupo de compostos abrange varios agentes quimioterapicos
(sulfonamidas e trimetoprima-sulfametoxazol) com espectros de atividade
similares resultantes da inibicdo da via metabdlica bacteriana dos folatos,
interferindo na replicacao celular (NCCLS, 2003).

As sulfonamidas foram as primeiras drogas antibacterianas sistémicas
eficazes usadas no homem. Mas uma sulfonamida n&o € a droga de primeira
escolha para qualquer patégeno bacteriano. Sdo geralmente usadas na
forma oral, proporcionando niveis sanglineos bacteriostaticos (REESE et
al., 2002). O sulfisoxazole esta entre as sulfonamidas mais freqientemente
empregadas nas infec¢des do trato urinario (NCCLS, 2003).

Em geral, o sulfametoxazol é testado em combinacdo com a
trimetoprima, em que ocorre inibicdo seqiencial de dois passos na via
metabodlica dos folatos em algumas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Figura 5). Essa combinacdo apresenta vantagens pelo fato de
diminuir as chances de resisténcia bacteriana e atuar de forma sinérgica
(REESE et al., 2002).

2.4.1.8. Classes de Drogas Unicas

Esta classe de agentes antimicrobianos incluem cloranfenicol,
clindamicina, linezolida e quinupristin-dalfopristin, que inibem a sintese
protéica, assim como rifampina, que inibe a sintese de proteina por impedir a
acao da RNA polimerase ao ligar-se a enzima em microrganismos sensiveis.
A nitrofurantoina, usada apenas no tratamento de infecgdes do trato urinario,
age inibindo a sintese de varias proteinas e em nivel ribossémico. A
fosfomicina, também aprovada pelo FDA para infecgdes no trato urinario,

inibe as enzimas envolvidas na sintese da parede celular (NCCLS, 2003).

25



Acido para-aminobenzéico
_____________ 1_ e __________. Sulfametoxazol inibe competitivamente este estagio

Acido diidrofélico
Trimetoprima inibe a enzima (diidrofolato redutase)
“““““““ 1""""““"" neste estagio

Acido tetraidrofélico

_____________ .

Sintese de acido nucléico

Figura 5 — Mecanismo de acdo da trimetoprima-sulfametoxazol.
Fonte: REESE et al., 2002.

2.4.2. O controle de infeccoes estafilococicas por antibiéticos

Varios fatores relativos a cada elemento da triade ecoldgica
fundamental (hospedeiro-agente-ambiente) contribuem para a prevaléncia e
o dificil controle da infecgcdo nosocomial. Em relacao ao hospedeiro, verifica-
se a existéncia cada vez maior do numero de doentes com defesas
diminuidas, seja devido a idade avangada, seja devido as multiplas doencas
subjacentes ou terapéuticas depressoras do sistema imune. Como fator
contribuinte, salienta-se o0 uso crescente de procedimentos invasivos, como
cateteres venosos, centrais e arteriais, dialise, ventilacdo mecanica e
intervengbes cirurgicas em doentes (MUNDIN et al., 2003). Problemas
associados com o desenvolvimento e dispersdo de resisténcia a antibidticos
tém aumentado desde a década de 1960 e, freqiientemente, é visto como
uma principal ameacga em hospitais (GILBERT; McBAIN, 2003).

S. aureus € um microrganismo presente na histéria da infeccao
nosocomial e desenvolveu rapidamente resisténcia aos antibidticos. Nos
anos de 1940, logo depois do surgimento das penicilinas, jaA apareceram

estafilococos capazes de produzir penicilinase (FILE, 2000). Essas sao
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enzimas codificadas geneticamente em plasmidios que clivam o anel -
lactdmico dos antibiéticos, tornando-os inativos. O fendtipo mais freqlente
nos estafilococos inclui resisténcia a penicilina e a ampicilina e seus
derivados. No entanto, B-lactamase é inibida por drogas antimicrobianas,
como o &cido clavulanico, tazobactan e sulbactan. Atualmente, a grande
maioria dos estafilococos isolados, seja coagulase positivo ou coagulase
negativo, é resistente a penicilina G, como também a penicilina V, ampicilina,
amoxicilina e carbenicilina. Essa resisténcia € elevada em mais de 90,0%
(KEIM, 2005).

No final da década de 1950, bactérias do género Staphylococcus
adquiriram resisténcia a varios antibidticos disponiveis, como a eritromicina,
estreptomicina e tetraciclina. Com o intuito de combater as infeccoes
estafilocécicas, surgiram as penicilinas semi-sintéticas antiestafilocécicas: a
oxacilina em 1959 e a meticilina em 1960, as quais ndo sao inativadas pelas
beta-lactamases estafilococicas (TAVARES, 2001). Na década de 1960, S.
aureus tornaram-se rapidamente resistentes a meticiina (MRSA) e a
oxacilina (ORSA) (FILE, 2000), devido ao fato de esses microrganismos
sintetizarem uma nova proteina que se liga a penicilina (PBP-Penicillin-
Binding Protein), a PBP2a ou PBP2’, diminuindo a sensibilidade da bactéria
a maioria dos antibidticos B-lactamicos. A PBP2a é codificada pelo gene
mecA, o qual confere resisténcia a meticilina ou a outras penicilinas semi-
sintéticas como a oxacilina (TAVARES, 2001).

Hoje, S. aureus meticilina ou oxacilina resistentes sdo um dos
principais causadores de infec¢cdes hospitalares, tornando-se um problema
mundial. Septicemias por MRSA estdo associadas com significantes
morbidades e mortalidades, requerendo métodos rapidos de identificacao e
sensibilidade aos antibidticos. Atualmente, cerca de 80% das infecgoes
estafilocécicas vém sendo tratadas com glicopeptideos como a vancomicina
e a teicoplanina. Hoje, esta é, ainda, a classe antimicrobiana de escolha
para o tratamento de infeccées causadas por MRSA, embora estirpes com
reduzida sensibilidade a vancomicina ja tenham sido isoladas (BERNARDES
et al., 2004).

Unidades de Terapia Intensiva (UTI) tém sido identificadas como

locais de maior aquisicdo de infec¢gdo nosocomial, cujos agentes causadores
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destas sdo resistentes a multiplos agentes antimicrobianos, principalmente
MRSA. Pacientes colonizados com MRSA em UTI apresentam grandes
riscos de contrairem infeccdo causada por esse microrganismo, além de se
tornarem reservatérios, transmitindo-o a outros pacientes pelo hospital.
Estudos propdem estratégias para reduzir a aquisicdo de MRSA em UTI,
mas poucos resultados foram alcangados. Dentre eles, um € o isolamento de
pacientes até a confirmacao laboratorial de sua colonizacdo com MRSA.
Entretanto, métodos laboratoriais convencionais de identificacdo dessa
bactéria sdo lentos, e procedimentos de controle da infeccdo sao ineficazes,
por exemplo a higienizacdo das maos (GOULD et al., 2007).

A utilizacdo da vancomicina aumentou nos ultimos 20 anos, mas a
sua resisténcia entre estafilococos foi demonstrada, em laboratério, mesmo
antes de ser introduzida na clinica. Ela somente foi relatada entre os
estafilococos coagulase negativo apdés quase 20 anos de uso, sendo
observada pela primeira vez, em laboratério, em 1979, e somente em 1987
foi feito o primeiro relato de um isolado clinicamente significante (KEIM,
2005).

Com a emergéncia de estirpes de S. aureus e ECN resistentes aos
glicopeptideos, novas classes de drogas, como as oxazolidinonas, o0s
lipopeptideos e as estreptograminas, surgiram como opcao terapéutica para
o tratamento de infecgbes por bactérias Gram-positivas, incluindo as estirpes
multidrogas resistentes (TAVARES, 2001; QUETGLAS et al., 2003).

A linezolida foi a primeira droga da classe das oxazolidinonas a ser
utiizada em clinica, com efeito, fundamentalmente, bacteriostatico. O
mecanismo de acado principal dessa droga consiste em impedir a sintese
protéica, inibindo a formagédo do complexo de iniciacdo entre tRNA, mRNA e
ribossomo. No entanto, relatos tém sido feitos sobre a resisténcia de
Staphylococcus aureus a essa droga logo apés a sua introducdo na
terapéutica, porém ainda nao foram detectadas cepas de estafilococos
coagulase negativo resistentes (BALLOW et al., 2002).

A daptomicina € uma nova classe de drogas antimicrobianas, com
acao em bactérias Gram-positivas, cujo mecanismo ainda nao esta
totalmente esclarecido. Esse antimicrobiano tem espectro de acao

semelhante ao da vancomicina, sendo mais potente que esta em relacao ao
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estafilococo coagulase negativo. E uma droga de atividade tipicamente
bactericida contra estafilococos (ELIOPOULOS, 2004).

Com o intuito de reduzir infeccoes causadas pela implantacao de
cateteres, esses dispositivos impregnados com antimicrobianos, por
exemplo, minociclina e rifampicina, sao disponiveis comercialmente. A
utilizacdo desses dispositivos é capaz de reduzir infeccoes de 5% para 0%.
Assim, de cada 850 cateteres usados, aproximadamente 500.000 dolares
podem ser economizados. Resisténcia a essas duas drogas, quando
impregnadas nesses dispositivos, ainda ndo foram demonstradas em
estudos clinicos. Entretanto, quando esses cateteres foram implantados em
animais por 7 a 14 dias, em laboratorio, e entdo removidos e em seguida
inoculados com S. aureus, verificou-se crescimento microbiano na zona de
inibicdo. Esse crescimento pode representar subpopulacées de S. aureus
com reduzida sensibilidade a minociclina e rifampicina. Esse tipo de cateter
€ associado com menor indice de infeccdo, quando comparado com
dispositivos impregnados com chlorexidina-prata-sulfadiazina (MERMEL,
2001).

E dificil prevenir e controlar as infeccées que se desenvolvem em
pacientes hospitalizados por muito tempo e que sao tratados com
antibiéticos de amplo espectro. A implementacédo de praticas apropriadas de
controle das infeccoes pode reduzir o risco de colonizacdo por bactérias
multirresistentes. Isso inclui vigilancia continua e aperfeicoada, redugéo no
uso desnecessario de antibiéticos e aplicacdo de novas estratégicas
profilaticas em pacientes portadores de Staphylococcus spp. para prevencao
de infeccdes estafilococicas mais graves por estirpes multirresistentes
(BERNARDES et al., 2004).

2.5. Biofilme

Biofilmes sdo compostos por microcol6nias de organismos, incluindo
bactérias, fungos e protozoarios (KEEVIL, 1989), cujas células se encontram
imobilizadas em um substrato e, freqientemente, embebidas em uma matriz
polimérica organica por eles sintetizada (Figura 6). E uma acumulacdo na
superficie que nao € necessariamente uniforme durante um periodo de
tempo e espagco (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990).
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organizacdo, em que bactérias formam comunidades funcionais,
estruturadas e coordenadas (DAVEY; O'TOOLE, 2000), organismos em um
biofilme criam microambientes que podem fornecer prote¢cdo contra

condigdes ambientais adversas (KEEVIL, 1989).
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Outra definicao refere-se que um biofilme é caracterizado por células
que originam comunidades sésseis, aderidas irreversivelmente a um
substrato, embebidas a wuma matriz de substincias poliméricas
extracelulares sintetizadas por si mesmas. Apresenta um fendtipo
modificado com relacdo a taxa de crescimento, transcricdo de genes
(DONLAN; COSTERTON, 2002) e capacidade de resistir a tratamentos
antimicrobianos e, portanto, um problema de saude publica (DONLAN,
2001). Biofilmes, em geral, sao formados em superficies inertes e em tecidos
mortos, portanto comprometendo a saude de pacientes imunodeprimidos
com implantes médicos (DAUTLE et al., 2003).

Varios mecanismos para adesao bacteriana em diferentes superficies
de contato tém sido propostos (ZOTTOLA, 1994; ZOTTOLA, 1997). Segundo
a teoria descrita por Marshall et al. (1971), a adesao em superficies sélidas é
um processo que acontece em duas etapas. A primeira € reversivel, pois o
microrganismo esta fracamente aderido a superficie através de forcas de
Van der Waals e atragdes eletrostaticas, propiciando facil remocéao da célula
bacteriana, de tal modo que esta, apds estar fixa a superficie, continua a
exibir movimentos brownianos, podendo ser removida por acéo de forgcas de
cisalhamento, ou pelo seu movimento ativo. Entretanto, a segunda é
irreversivel, uma vez que o tempo de aderéncia envolve adesao fisica da
célula a superficie e deixa de poder ser facilmente removido desta, deixando
de exibir movimentos brownianos. Essa adesdo € realizada por meio de
material extracelular, de natureza polissacaridica ou protéica, produzido pelo
microrganismo, o que se denomina matriz de glicocalix. O glicocalix auxilia a
formacao do biofilme, sendo sintetizado somente apds a adesao superficial,
fornecendo condi¢gdes para adesao do peptideoglicano das bactérias Gram-
positivas e a parte externa da membrana externa das Gram-negativas de
natureza, principalmente, lipoprotéica.

O biofilme formado torna-se diferenciado em relagéo as condicdes de
crescimento, como nutrientes e oxigénio e com multicamadas, sendo mais
resistente a resposta imune do hospedeiro (GOLDMANN; PIER, 1993;
RESCH et al., 2004), como a fagocitose (HARRIS; RICHARDS, 2006).
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2.5.1. Aspectos fisico-quimicos na formacao de biofilmes

A adesao bacteriana depende das propriedades fisico-quimicas do
material do substrato e da superficie da célula. A possibilidade de formar
ligacdes especificas entre a bactéria e a superficie depende da composicao
quimica dessa e da composicdo da camada mais externa da célula
(VALCARCE et al., 2002). Além disso, sdo importantes o tipo, a forma iénica
e o tamanho da particula do material. No que diz respeito ao meio, fatores
como pH, concentracdo de sais organicos, compostos organicos, agitacao,
duracdo e temperatura de contato sdo importantes nesse processo
(TROLLER, 1993).

Em superficies, a adesdo microbiana é uma condigcdo indispensavel
na formacgao de biofilmes. Inicia-se com intera¢des de longo alcance, fracas,
nao-especificas entre células e superficie. Essas ligacoes sao instaveis,
podendo as bactérias ser removidas por meio de um fluido (CHEN; ZHU,
2005). Se a aproximagdo da bactéria com a superficie é desfavoravel, as
células necessitam ultrapassar uma energia de barreira para estabelecer
contato direto com a superficie. Somente quando a bactéria esta muito
proxima a superficie, pequenas forcas irdo prevalecer (RAZATOS et al.,
1998).

Uma vez que as células se encontram muito préximas da superficie,
podem formar interacées de curto alcance e especificas, estando, assim,
aderidas a superficie irreversivelmente (CHEN; ZHU, 2005). Esse processo
€, principalmente, governado por propriedades fisico-quimicas dos
microrganismos, como também das superficies (OLIVEIRA et al., 2003).
Estirpes bacterianas com diversas propriedades de superficie celular
apontam diferentes cinéticas de adesao e afinidades por substratos (CHEN;
ZHU, 2005; BAKKER et al., 2002). Propriedades fisico-quimicas de
superficies de bactérias podem ser quimicamente modificadas para
estimular ou impedir a adesado (WHITEKETTLE, 1991; VAN DER MEI et al.,
2001; CHEN; ZHU, 2005).

Estudos tém sido dedicados a processos de colonizagcdo de
superficies e a fisiologia de biofilmes (O'TOOLE et al., 2000; SAUER et al.,
2002; LEJEUNE, 2003; CARELI, 2005). O objetivo de se controlar o
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desenvolvimento de biofilmes é comum em varias &reas de pesquisa como a
biotecnologia, a saude publica e a formagdo desta complexa comunidade
microbiana em superficies que entram em contato com os alimentos durante
o processamento (XAVIER et al., 2005).

2.5.1.1. Aspectos termodinamicos

Diferentes abordagens tém sido utilizadas para descrever e,
simultaneamente, predizer a adeséo bacteriana em superficies (OLIVEIRA et
al., 2003). Em geral, a adesao pode ser ilustrada pela teoria DLVO, cujas
iniciais correspondem aos pesquisadores que inicialmente a descreveram:
Derjaguin e Landau em 1941 e Verwey e Overbeek em 1948, pela Teoria
Termodindmica da Adesao; e DLVO Estendida, complementada por Van
Oss et al. em 1994 (SHARMA; HANUMANTHA RAOQO, 2003).

Segundo a Teoria Termodinamica da Adesdo, a energia livre de
superficie interfacial de interacdo microrganismo e superficie € comparada
antes e depois da adesao. A comparacao é expressa em termos de energia

livre de adeséo (equacao 1):
AG™ =y, =¥y =V (Equagao1)

em que AG™" é a energia livre de Gibbs, 7, a tensédo superficial entre
superficie e bactéria, y,, a tenséo superficial entre superficie e liquido e, por
fim, y,, atenséo superficial entre bactéria e liquido (VAN OSS, 1991).

A adesao de um microrganismo a uma superficie sélida em solugcéo
aquosa sb se estabelece se o filme de agua que reveste as duas superficies
for removido. Portanto, a interface bactéria/liquido (bl) e a interface
superficie de adesao/liquido (sl) terdo que ser substituidas pela interface
bactéria/superficie de adesao (sb) (CHAVES, 2004).

Como todo sistema na natureza, a interagdo microrganismo e
superficie também irda proceder em direcdo a diminuicdo de energia livre.
Isso significa que a adesao do microrganismo ocorrera se AG ™" for negativa
e sera termodinamicamente desfavoravel se for positiva. O célculo das

tensdes superficiais y, e y, € possivel através da medida do angulo de
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contato (8) entre superficie ou bactéria com liquidos-padrdo com energia
livre conhecida (SHARMA; HANUMANTHA RAO, 2003).

A classica teoria DLVO parte da definicdo de que os microrganismos
seriam particulas quimicamente inertes (VAN OSS et al., 1987; VAN OSS et
al., 1988), ou seja, seriam como coldides liofébicos. Uma vez que a maioria
das bactérias ndo excede os 2,0 um de comprimento, a sua densidade é
pouco superior a da agua e possui carga global negativa, podendo ser
considerada, nesse caso, como particulas coloidais vivas (MARSHALL,
1976). Todavia, ndo houve consideracao dos aspectos microbiolégicos da
adesdo. Essa teoria afirma que a energia potencial total de interacao entre
dois corpos é resultante da acdo combinada entre as forcas atrativas de
Lifshitz-Van der Waals e as forgas de dupla camada elétrica, que geralmente
sdo repulsivas, uma vez que a maioria das superficies adquire carga
negativa em solucao (equacgao 2).

AG™" = AG* + AG™ (Equacao 2)

em que AGF- é a energia livre das forcas da dupla camada elétrica e AGHY,
a energia livre das forgas da Lifshitz-Van der Waals (VAN OSS et al., 1990).

No caso dos sistemas biolégicos, a carga superficial é resultante da
adsorcao de ions ou de ionizacado dos grupos superficiais. Esse fendmeno é
geralmente dependente das propriedades da solucdo aquosa,
principalmente o seu pH. A superficie de um sélido carregada eletricamente,
juntamente com os ions existentes no liquido em contato com o sélido, forma
uma camada difusa, conhecida como dupla camada elétrica, resultante do
mecanismo de atracdo e repulsdao de ions e do efeito oposto dos
movimentos brownianos (CHAVES, 2004).

A teoria DLVO considera apenas as forcas de longo alcance. No
entanto, quando uma particula ou microrganismo esta muito préximo
(2 - 5 nm) de uma superficie, forcas de curto alcance passam a regular o
processo. Tais forgas, denominadas ndo-DLVO (ELIMELECH, 1995), sao
representadas pelas forcas de repulsdo de Born, forcas de hidratacéo,
interacdes hidrofdbicas e pontes poliméricas.

A contribuicdo das interacdes consideradas pela teoria DLVO resulta
em um perfil de energia potencial que é muito dependente da forca ibnica do

34



meio (Figura 7). Assim, se a forga i6nica do meio é baixa, o perfil de energia
potencial de interacdo entre os dois corpos de sinal igual apresenta um
maximo de energia, que representa uma barreira para a aproximacao dos
corpos, € um minimo de energia, designado minimo primario, que se localiza
a uma distancia inferior a 2 nm da superficie. Quando se aumenta a forga
ibnica do meio, a barreira de energia diminui, devido a diminuicao da energia
da dupla camada elétrica. Assim, para valores intermédios da forgca ibnica do
meio, 0 maximo de energia diminui, e cria-se um minimo secundario. Este,
quando os microrganismos interatuantes sao bactérias, situa-se a 5 nm —
20 nm da superficie e pode ser tanto mais profundo quanto maiores forem as
forcas atrativas de Van der Waals. Uma vez ultrapassado o maximo de
energia e atingido o minimo primario, a ligacdo entre os dois corpos
interatuantes torna-se irreversivel. Para valores elevados da forga ibnica do
meio, a energia potencial de interacdo € sempre negativa, € nesse caso
todas as particulas podem atingir o minimo primario. A existéncia de dois
minimos de energia permite distinguir entre a adesdo reversivel, quando
ocorre no minimo secunddrio, e irreversivel, quando ocorre no minimo
primario (CHAVES, 2004).

A intensidade das forgas de Lifshitz-Van der Waals é diretamente
proporcional ao tamanho das particulas que se interagem e na razao inversa
da distancia a superficie. As forcas de dupla-camada elétrica estado
relacionadas a carga elétrica superficial e aos movimentos brownianos. A
superficie de um sélido eletricamente carregado em contato com uma
solucdo aquosa atrai ions de sinal contrario do meio e simultaneamente
repele os de sinais iguais. Uma vez que a maioria das superficies adquire
carga negativa em solucéo, as forcas da dupla camada elétrica apresentam,
geralmente, um carater repulsivo (OLIVEIRA, 2006). Dessa maneira, a
adesdo somente sera irreversivel quando a energia livre de Gibbs total for
negativa (AG™" < 0), e a distancia entre a superficie e o microrganismo for
minima tanto quanto possivel (Figura 7).
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Figura 7 — Gréfico ilustrativo do processo de adesdo: (AG™") energia livre de
Lifshitz-Van der Walls, (AG"®) energia livre 4cido-base de Lewis,
(AGFY) energia livre de dupla camada elétrica e AG™" energia
livre total em fungéo da distancia (nm).
Fonte: AZEREDO, 2006.

A teoria DLVO s06 prevé se a adesao ocorre no minimo primario, mas
nao permite quantificar a energia potencial dessa interacdo. Quando uma
particula atinge o minimo primario, um conjunto de forgas de curto alcance
passa a dominar a interacdo e a determinar as forcas de adesao (CHAVES,
2004).

Van Oss e uma equipe de pesquisadores, em 1994, integraram os
aspectos termodindmicos da adesdao a teoria DLVO. Essa teoria ficou
conhecida como XDLVO ou DLVO Estendida e considerou as forcas de
curto alcance, principalmente as interacées hidrofobicas. A energia livre das
interacdes totais numa superficie (AG'™®") é resultante do somatério das
energias livres das interacdes de Lifshitz-Van der Waals (AG™Y), interacdes
acido-base de Lewis (AG"P), forcas eletrostaticas de dupla camada elétrica
(AGFY) e interagdes resultantes dos movimentos brownianos (AGER),
conforme a equacao 3 (VAN OSS, 1994):

AG™" = AG™ +AG*® + AG™ + AG™ (Equagéo 3)
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O contato direto entre a bactéria e a superficie pode ser estabelecido
em nivel molecular, por meio de substancias poliméricas extracelulares,
sintetizadas pelas bactérias. Esses compostos nao estao sujeitos ao mesmo
tipo de repulsdo que as bactérias, portanto podem facilitar a adesao entre a
bactéria e a superficie por véarias combinacbes de ligacdes quimicas
(eletrostaticas, co-valentes e de hidrogénio) e interacbes dipolo (dipolo-
dipolo, dipolo-induzido dipolo e ion-dipolo), além de interacdes hidrofébicas.
Conseqguentemente, a bactéria pode vir a ter diferentes tipos de adesividade
(MARSHALL, 1992).

Van Oss e Giese (1995) desenvolveram uma metodologia de calculo que
permite quantificar a hidrofobicidade da superficie do material através das
componentes da tensdo superficial. Segundo esses autores, a
hidrofobicidade é expressa em termos da energia hidrofébica de atragéo e
define o grau de interacdo entre as moléculas de um material imerso em
agua.

O angulo de contato formado por uma gota de um liquido sobre uma
superficie solida (Figura 8) é o angulo entre um plano tangente a uma gota e
a superficie onde o liquido se encontra depositado. Esse angulo permite
avaliar a molhabilidade dessa superficie. Se o liquido for a agua, o angulo
formado sera relacionado a hidrofobicidade da superficie. Angulos inferiores
a 50° indicam superficie hidrofilica e angulos superiores a 50°, superficie
hidrofébica (VAN OSS; GIESE, 1995; ADAMSON, 1982). Contudo, para
Vogler (1998), uma superficie hidrofébica deve apresentar &ngulo de contato
com a agua superior a 65°.

A hidrofobicidade microbiana é definida pela energia de atragao entre
células apolares ou levemente polares, imersas em fase aquosa (VAN OSS;
GIESE, 1995; CERCA et al., 2005). Pode ser medida por varios métodos,
contudo a técnica que melhor determina a hidrofobicidade é a do angulo de
contato (DOYLE, 2000).
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Figura 8 — Angulo de contato (8) entre uma gota liquida e uma superficie
plana e horizontal e tensdes superficiais da superficie do solido y,

, do liquido em equilibrio com o vapor y,, e superficie/liquido y,, .
Fonte: VAN LOOSDRECHT et al., 1987.

A equacdo de Young-Good-Girifalco-Fowkes relaciona o angulo de
contato formado pelo liquido sobre uma superficie sélida com os
componentes da tensao superficial do liquido e da superficie, representada
pela equagéo 4. Para a realizagdo das medidas, devem-se utilizar um liquido

apolar e dois polares.

(1+cos@)y/*" = 2(\/;@”" v+ \/yfj Y+ \/;/; 7)) (Equagao 4)

T

em que /%" é a tensdo superficial total do liquido; 7" e y"* s&o as

tensdes superficiais das forgas de interacdo acido-base de Lewis; y e y;
sdo as componentes aceptoras de elétrons do componente acido-base da
tensdo superficial; e 7, e y, s@o as componentes doadoras de elétrons do
componente acido-base da tensédo superficial, considerando-se que sdo as
tensdes para os liquidos (/) e para a superficie (s) analisados. Para liquidos
apolares, a componente polar da tensado superficial é nula, e, portanto, a
equacao 4 reduz-se a equacao 5:

TO0T
Lw 7//

rt = (1+ cos 8)? (Equagao 5)
As equagbes permitem determinar os componentes da tenséo

superficial de liquidos a 25 °C. Na Tabela 2 sdo mostrados os componentes
da tenséo de superficial de liquidos (VAN DER MEI et al., 1997).
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Tabela 2 — Componentes da tenséo superficial de liquidos a 25 °C

= . 2

Liquido 7o Tens:ow?uperflmal g(rln:l.m ) -
Di-iodometano 50,8 50,8 0,0 0,0
a-Bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Glicerol 64,0 34,0 3,92 57,4
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6
Decano 23,8 23,8 0,0 0,0

Fonte: VAN DER MEl et al., 1997.

As teorias apresentadas anteriormente ndo levam em conta os
aspectos microbiolégicos da adesdo. Consideraram-se apenas os aspectos
fisico-quimicos e termodindmicos da adesdo, ndo se levando em conta o
fato de os microrganismos serem entidades vivas e as suas caracteristicas

microbiolégicas poderem condicionar a adesdo (CHAVES, 2004).

2.5.2. Outros fatores que influenciam a formacao de um biofilme

Segundo alguns autores (CHARACKLIS, 1990; BOTT, 1993; VIEIRA,
1993), o desenvolvimento de um biofilme pode também ser condicionado por
diversos fatores, entre os quais se destacam: o pH, a temperatura, a forca
ibnica do meio, a velocidade de escoamento, a concentragdo de nutrientes
do meio liquido, as caracteristicas dos microrganismos presentes no meio
liquido, o tipo de material e a rugosidade da superficie soélida e a presenca
de micronutrientes e agentes antimicrobianos.

A microtopografia da superficie pode aumentar ou diminuir a
associacao da bactéria a superficie. Superficies que entram em contato com
alimentos, como o vidro, o aco inoxidavel, o polietleno e a borracha,
apresentam diferentes microtopografias de superficie e podem conter
fissuras e fendas com tamanho suficiente para alojar bactérias (BOWER et
al., 1996). O aumento dos niveis de adesdo associados a rugosidade da
superficie atribui-se a protecdo das células no interior das irregularidades da

superficie das forcas de cisalhamento, permitindo que a adesao irreversivel
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seja estabelecida mais facilmente, sendo, por isso, locais preferenciais para
a colonizacgao inicial. Além disso, as irregularidades da superficie contribuem
para aumento na area superficial disponivel para a adesdao (QUIRYNEN et
al., 1994).

Segundo Donlan e Costerton (2002), engenheiros acreditam que o
fluxo turbulento aumenta a adeséo bacteriana e a formagéo de biofilme, por
meio da colisdo de células plancténicas na superficie. Quando a velocidade
do fluido é baixa, a resisténcia a transferéncia de massa (nutrientes, oxigénio
e outros compostos) do meio liquido para os microrganismos embebidos no
biofilme é mais elevada, sendo, desse modo, o crescimento do biofilme
prejudicado. Quando a velocidade do fluido é elevada (elevados niumeros de
Reynolds), obtém-se, conseqiientemente, elevada turbuléncia do liquido.
Portanto, isso implica dois aspectos de carater opostos: um aumento na
transferéncia de massa do liquido para o biofilme, o que podera originar um
aumento na taxa de desenvolvimento de biofiime; ou o aumento da
velocidade aumenta também as forcas de tensdo de corte que poderao
causar maior erosdo e desprendimento de porcées de biofilme; e, por
consequéncia, diminuicdo na quantidade de biomassa fixada ao suporte
s6lido. No entanto, a redugdo em biomassa origina biofilmes menos
espessos, 0 que podera beneficiar o transporte de nutrientes no interior do
biofilme (PEREIRA, 2001).

A relativa facilidade com que os biofilmes se desenvolvem é devida,
em parte, ao fato de que grande variedade das espécies de microrganismos
que os compdem requer quantidades minimas de nutrientes para que ocorra
0 seu crescimento. Quanto maior a quantidade de nutrientes disponiveis sob
a forma de carbono organico facilmente assimilavel, maior o crescimento
microbiano e maior também a diversidade de organismos que podem ser
mantidos (CHAVES, 2004).

Estruturas extracelulares, como lipopolissacarideos, flagelos e
proteinas de membrana, podem influenciar a adesdo de bactérias a
superficie (CAMMAROTA; SANT’ANNA, 1998; GOMEZ-SUAREZ et al.,
2002), a forma, a espécie bacteriana, a idade da cultura e a concentracao do
microrganismo, podendo também afetar esse processo. Bactérias Gram-
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negativas, por exemplo, aderem mais facilmente (MOSTELLER; BISHOP,
1993).

2.5.3. Biofilme estafilococico em dispositivos implantados

O uso de dispositivos médicos tem aumentado nas ultimas décadas.
De fato, prevé-se que cada pessoa em uma sociedade tecnologicamente
avancada ira ter um implante pelo menos uma vez na vida. Isso varia de um
simples cateter para bombeamento de sangue a dispositivos como coracoes
artificiais. A utilizacdo desses dispositivos tem resultado em melhora na
qualidade de vida e no tempo de sobrevivéncia de pacientes, entretanto
emerge como um problema principal, uma vez que ha infecgdes
relacionadas ao seu uso (HUME et al., 2004).

A presenca de biofilme sob dispositivos médicos implantados ja foi
descrita em lentes de contato, cateteres venosos centrais, tubos
endotraqueais, dispositivos intra-uterinos, valvulas cardiacas mecéanicas,
marcapassos, cateteres de dialise peritoneal, préteses articulares, tubos de
timpanostomia, cateteres urinarios e de derivacdo ventriculo-peritoneal
(DOLAN, 2001).

Bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos tém sido
observados como formadores de biofilme sob dispositivos médicos
implantados. Dentre essas bactérias comumente isoladas desses
dispositivos incluem: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  capitis,  Staphylococcus  hominis,  Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus warneri, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus auricularis e Staphylococcus
carnosus, Staphylococcus intermedius, Streptococcus viridans, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa
(KEIM, 2005).

A contaminacdo do biomaterial pode ocorrer durante a sua
implantagdo cirlrgica, a partir de bactérias presentes na pele ou em
mucosas de paciente ou, ainda, a partir das maos da equipe cirargica ou
clinica durante os procedimentos de manutengéo desses dispositivos (VON
EIFF et al., 2002).
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Relatos, nas duas décadas passadas, tém mostrado que biofilmes
formados especialmente por estafilococos causam infec¢do descrita como
“infeccao crénica associada a polimeros” (PETERS et al., 1982; RESCH et
al., 2004). Nos hospitais, os reservatérios sao representados por pacientes
colonizados, funcionarios e pelo proprio ambiente (LYTSKY, 1978; MUNDIM
et al., 2003).

A patogénese relacionada as infecgdes de dispositivos implantados é
multifatorial e constitui um passo crucial na aderéncia de Staphylococcus a
superficie do polimero (Figura 9) (PEACOCK et al., 2002; BALABAN et al.,
2003; AOKI et al., 2005). Primeiramente, bactérias desse género aderem a
uma superficie por meio de fatores ndo especificos, como carga e
hidrofobicidade da superficie, proteinas (autolisinas) e acido tecdico da
parede celular. Em seguida, o estagio de adesao inicial é caracterizado pela
producéo de fatores que medeiam contato célula-célula durante a formacao
de biofilmes. Um principal componente de biofilmes compostos por S.
epidermidis é a adesina polissacaridica intercelular (PIA). Outros fatores que
medeiam a formagédo de biofilme s&o recentemente identificados como
proteinas associadas a superficie, como a Aap, accumulation-associated
protein e Bap/Bhp, biofilm-associated protein (ZIEBUHR et al., 2006).

Adesao inicial Biofilme

Células plancténicas o L
Biofilme em uma superficie sélida

O Células aderidas Biofilme agregado
~° G5
>28%a SR

Carga da superficie, Autolisinas, ligagéo Sintese de adesina Interagdes proteina-

hidrofobicidade, matriz — parede celular polissacaridica proteina  associadas a

acidos tecdicos associado a proteinas intercelular (PIA) superficie: como a Aap,
accumulation-associated

protein e Bap/Bhp, biofilm-
associated protein

Figura 9 — Fatores envolvidos na adesdo inicial em superficies e na
formagéo de biofilmes por estafilococos.
Fonte: ZIEBUHR et al., 2006.
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PIA é codificada pelo operon ica (adesina intercelular), entretanto
recentes relatos sugerem que esse operon também codifica as adesinas
capsulares (PS/A), e, portanto, PIA e PS/A relacionam-se quimicamente.
Esse operon parece ter importante papel na patogenicidade da infeccao de
S. epidermidis. Em um estudo, aproximadamente 85% dos isolados de
sangue de S. epidermidis apresentavam 0s genes ica quando comparados
com isolados saprofiticos, que continham apenas 6% (ZIEBUHR et al.,
1997). A expressao do operon ica é regulada por parametros ambientais,
tanto em laboratério quanto também sob condi¢des in vivo. Crescimento
anaerdbio, a presenca de antibiéticos em concentracées de subinibicdo e
estresse osmotico resultaram na elevacao da expressao do operon ica ou da
sintese de PIA (FITZPATRICK et al., 2002). Knobloch et al. (2002) relataram
que compostos alcoodlicos utilizados para a desinfeccao de pele tiveram o
potencial de aumentar a formacao de biofimes em isolados de S.
epidermidis ica-positivos e, conseqlentemente, causar infeccao relacionada
a presenca de corpos estranhos. Fitzpatrick et al. (2002) concluiram, a partir
de estudos, que o operon ica é a marca de viruléncia de S. epidermidis de
estirpes isoladas e relacionadas com a causa de infec¢cdes em UTI; todavia,
a producao de biofilme é também dependente das condi¢cdes ambientais.
Essa regulacdo ambiental é complexa, e as condicbes do hospedeiro e o
local da infecgdo podem também desenvolver papel importante

Quorum sensing € um mecanismo de regulacdo em cascata da
expressdo bacteriana de genes em resposta ao aumento da densidade
celular. S. aureus sintetiza uma série de exotoxinas via o sistema agr, e
simultaneamente ha inibicdo da formacao de biofilme (IWATSUKI et al.,
2006). Quando ha aumento no numero de células de S. aureus, ha também
sintese de moléculas sinalizadoras (agr) no intuito de comunicarem que
estdo em quorum (OTTO, 2004). Essas moléculas foram descritas
primeiramente como reguladores pleiotropicos de exotoxinas estafilocécicas,
de proteases e proteinas da membrana (VUONG, 2000; LINDSAY;
FOSTER, 1999). O sistema agr (Figura 10) de S. aureus consiste de quatro
genes (agrA, agrC, agrD e agrB), que sao co-transcritos de RNAII, e do gene
que expressa a molécula efetora do sistema agr, RNAIIl, que também
expressara o gene da a-toxina (hdl) (IWATSUKI et al., 2006).
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Figura 10 — Sistema agrem S. aureus.
Fonte: IWATSUKI et al., 2006.

O conhecimento do mecanismo de inibicdo da formacao de biofilme
pelo sistema agr pode prover uma estratégia moderna contra infecgbes
associadas a sua formacao (IWATSUKI et al., 2006).

Biofilmes microbianos em dispositivos médicos sao de dificil
tratamento com agentes antimicrobianos. Embora esses dispositivos se
diferem em relacao ao design e as caracteristicas de uso, fatores especificos
determinam a suscetibilidade de contaminagdo microbiana e consequente
formacao de biofilme. Como exemplo, vale ressaltar o tempo de uso, numero
e espécie do organismo a que o dispositivo ficara exposto, taxa de fluxo e
composicdo do meio circulante e o biomaterial empregado na sua
construgdo (DONLAN, 2001).

2.6. Emprego da microscopia eletrénica de varredura e contagem-
padrao em placas na avaliacao de adesao microbiana

Atualmente, métodos microscopicos tém sido utilizados na avaliagéo
do processo de adesao bacteriana. Dentre os varios tipos de microscopia
utilizados, podem-se citar a microscopia o6tica, a de contraste de fase, a
confocal, a de epifluorescéncia e eletrdnica de varredura e de transmissao,
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ressaltando-se que a escolha do tipo de microscopia a ser utilizada
dependera do aspecto de formacdo do biofilme que se deseja analisar
(ZOTTOLA, 1997). Essas técnicas permitem obter informagbes sobre a
distribuicdo na superficie e morfologia de células e colénias microbianas e a
presenca de exopolissacarideos (BEECH, 2004).

As técnicas microscépicas sdo as mais recomendadas para
visualizacdo da adesao bacteriana, crescimento e formacao de biofilmes em
sistemas de processamento de alimentos, podendo até acompanhar o
desenvolvimento do biofilme em tempo real (PARIZZI, 1999). Dentre essas
técnicas, as eletrbnicas sdo as mais indicadas quando se deseja analisar a
interagdo microbiana na matriz do biofilme. De modo geral, as amostras séo
fixadas usando-se agentes quimicos, a exemplo do glutaraldeido, do
paraformaldeido e do 6smio ou criofixadas, em que a amostra é rapidamente
congelada para evitar os danos as células pelos cristais de gelo (ZOTTOLA,
1997).

Uma das técnicas de microscopia eletrénica inclui-se a de varredura —
MEV. Uma sequéncia tipica de preparacdo da amostra a ser analisada pela
MEYV consiste no desenvolvimento de biofilme sobre um “suporte” sélido, por
exemplo em sondas de poliuretano e silicone, seguidos pela fixacdo da
amostra, dessecacao e cobertura com metal (ouro). Essas etapas influem na
qualidade da imagem resultante (ZOTOLLA, 1997).

Existem diversos métodos disponiveis para determinacao de células
viaveis aderidas a superficies, sendo um deles 0 método de contagem-
padrdo em placas. Essa técnica se baseia na premissa de que cada célula
microbiana presente na amostra ird formar, quando fixada em um meio de
cultura sélido adequado, uma colbnia visivel e isolada. Apds a coleta pela
remogao dos microrganismos aderidos por meio de rinsagem, raspagem,
swab ou uso de vértex, seguem-se a diluicdo da amostra em diluente
esterilizado, inoculagcdo da amostra em placas de Petri, adicdo de meio
nutriente, incubacdo em temperatura adequada, por um intervalo de tempo
predeterminado e contagem do numero de colbnias formadas. Alguns
aspectos devem ser considerados quando se utilizam métodos nao-visuais:
todas as células sésseis aderidas a superficie precisam ser removidas, nao
devendo conter células nao-aderidas (nao-fixadas) ou plancténicas.
Também, os diferentes microrganismos presentes na amostra devem
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crescer nas condigdes de cultivo preestabelecidas, e os resultados devem
refletir a realidade do biofilme (ZOTTOLA, 1997).

Variando o tipo de meio de cultura e as condi¢cdes de incubacao, é
possivel selecionar o género ou a espécie que se deseja contar. Como as
células microbianas muitas vezes ocorrem em agrupamentos, nao é possivel
estabelecer uma relacao direta entre o numero de colénias e o nimero de
células. A relacao correta é feita entre 0 numero de colbénias € o numero de
unidades formadoras de colénias (UFC), que podem ser tanto individuais
quanto agrupamentos caracteristicos de certos microrganismos (SILVA et
al., 1997).

2.7. Avaliacao da microtopografia de superficies por microscopia de
forca atomica

A microscopia de forgca atdbmica (MFA) tornou-se muito popular nos
ultimos anos devido ao fato de possibilitar a construgao de imagens digitais
de aspectos superficiais em niveis hanométricos. A microtopografia de uma
superficie é determinada por meio do rastreamento da amostra por uma fina
agulha montada em um cantilever (Figura 11). Devido a acao de forcas, por
exemplo forcas de Van der Waals, eletrostaticas, que ocorrem entre a
agulha e a superficie da amostra, ha deflexdo do cantilever. Essa deflexao é
monitorada por meios 6ticos (OREFICE, 2007).

As diferentes técnicas fornecem diversas possibilidades para a
construcao das imagens de diferentes tipos de amostras e para gerar ampla
gama de informacgdes. Os modos de fazer as imagens, também chamados
de modos de varredura ou de operacao, referem-se fundamentalmente a
distancia mantida entre a agulha e a amostra, no momento da varredura, e
as formas de movimentar a agulha sobre a superficie a ser estudada. A
deteccdo da superficie realiza-se visando a criacao de sua imagem. Ha um
continuo de modos possiveis de fazer imagens, devido as diferentes
interag6es em razao da distancia entre a ponteira e a amostra, assim como o
esquema de deteccéo utilizado. A escolha do modo apropriado depende da
aplicacao especifica que se deseja fazer (ZANETTI, 2007).
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Figura 11 — Representacao da técnica da microscopia de forca atémica.

Fonte: SIBER, 2007.

A microrrugosidade tornou-se importante em funcédo da qualidade dos
materiais. Em 1990, com a aparicao do microscépio de forca atdbmica, as
medicées de nanorrugosidade em silicio comecaram. Para a realizacao
desse parametro ha a utilizagdo de um software apropriado para essas
medicdes. Realizada a imagem da superficie a ser medida, calcula-se a
média aritmética do somatério de todos os valores da altura de pontos
utilizados em dado perfil; esse parametro & conhecido como Rg. Entretanto,
0 parametro mais freqliientemente utilizado para a rugosidade é o R,: média
aritmética dos desvios das alturas de pontos do valor médio de Ra.
Considerando a estatistica de alturas maximas dos pontos dos picos,
definem-se os parametros R, e R:. Ry € a altura maxima do perfil acima da
linha média, e R; é a altura méaxima do pico ao vale, no perfil. O algoritmo do

47



software para as medidas de perfis de superficies desse tipo leva em conta
os 20 pontos mais altos do perfil (ZANETTE, 2007).

Assim, percebe-se que a MFA pode contribuir para o estudo de
fenbmenos interfaciais a medida que permite avaliar interagdes entre
espécies presentes nestas. Dessa forma, para o0 caso de sistemas
envolvendo macromoléculas, podem-se avaliar o efeito da estrutura e
composicdo das interfaces em processos como adesdo, adsorgao,
interpenetracdo de cadeias poliméricas, entrelacamento e formacao de
ligacdes quimicas (OREFICE, 2007).

2.8. Nutricao enteral

A nutricdo por meio de sondas introduzidas no tubo digestivo (Figura
12) é um procedimento antigo. Atribui-se a John Hunter, em 1776, a primeira
tentativa de administrar alimentos diretamente no estdbmago, através de um
tubo rigido. Entretanto, somente apds o advento da nutricao parenteral que a
nutricdo enteral tomou grande impulso e firmou-se como técnica importante
no controle da desnutricdo. Esse fato ndo foi por causa dos novos
conhecimentos sobre metabolismo e fisiologia da nutricdo, mas também com
a criacao de dietas com formulas quimicamente definidas, de alto valor
nutricional, baixo teor de residuo e facil digestibilidade (NETO, 2003).
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Figura 12 — Posicionamento da sonda. A: sonda no estdbmago
(nasogastrica); e B: sonda no intestino (nasoentérica).
Fonte: DREYER et al., 2004.

Nutricdo Enteral (NE) é a ingestao controlada de nutrientes, na forma
isolada ou combinada, de composicao definida ou estimada, especialmente
formulada e elaborada para uso por sondas ou por via oral. Pode ser
industrializada ou nao, utilizada exclusiva ou parcialmente para substituir ou
completar a alimentacdo oral em pacientes desnutridos ou n&o, conforme
suas necessidades nutricionais, em regime hospitalar, ambulatorial ou
domiciliar, visando a sintese ou manutencdo dos tecidos, érgaos ou
sistemas (BRASIL, 2000).

Uma dieta, antes de tudo, deve ser completa, ou seja, fornecer todos
os nutrientes, em qualidade e quantidade necessaria para atender a
demanda nutricional do paciente. Isso, portanto, implica citar carboidratos,
lipideos, proteinas, agua, minerais e vitaminas (NETO, 2003).

As dietas podem ser classificadas de acordo com o seu modo de
preparo, fornecimento dos macronutrientes, complexidade, osmolaridade e
contribuicdo dos nutrientes sobre o Valor Total da Dieta (VCT), conforme a
Tabela 3. Em relacdo aos métodos de administracdo de alimentagdo por
sonda, podem-se classifica-las em dois: (i) administracao intermitente, em

que ha gotejamento por gravidade intermitente (gavagem), sendo a vazao
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controlada por um dispositivo tubular denominado equipo; e (i)
administragdo continua, em que a dieta é administrada por gotejamento
lento e continuo ou, preferencialmente, através de bomba de infusado, tanto
volumétrica (mL.h") quanto peristaltica (gotas.h™). Nesse caso é indicada
sempre que a sonda estiver em posicdo pds-pilérica, ou quando houver
dificuldades de esvaziamento gastrico, distensdo e risco de aspiracado
(BARBOSA et al., 2001).

Quando é administrada sob a forma de infusdo continua, gota a gota,
recomenda-se iniciar com a infusdo de 50 mL.h™", sempre durante o periodo
de vigilia do paciente. O aumento do fluxo deve ser realizado com um
acréscimo de 25 a 50 mL.h"", a cada um ou dois dias, de acordo com a
tolerancia do paciente, até atingir a quantidade desejada (NETO, 2003).

Tabela 3 — Classificacao das dietas enterais

Classificagao das Dietas Subclassificagao

- Artesanais ou naturais
Modo de preparo o o .
- Industrializadas ou quimicamente definidas

_ _ - Nutricionalmente completa
Fornecimento de macronutrientes . )
- Nutricionalmente incompleta

- Elementares ou monoméricas
- Oligoméricas ou pépticas
Complexidade dos nutrientes - Poliméricas

- Dietas modulares

- Especial ou especializada

- Hipoténicas
Osmolaridade - Isoténicas
- Hiperténicas

o _ - Normocaldricas
Contribui¢do dos nutrientes sobre o _ .
o _ - Hipercaldricas
valor calérico total da dieta (VCT) _ .
- Hipocaldricas
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Fonte: BARBOSA et al., 2001.

As dietas enterais podem ser administradas por meio de dois
sistemas diferentes, o aberto, que requer manipulacdo prévia a sua
administracdo, e o fechado, em que se utiliza um alimento industrializado,
estéril, acondicionado em recipiente hermeticamente fechado e apropriado
para conexao ao equipo. Existem critérios basicos que devem ser utilizados
para a selecao da dieta. Dentre os fatores a serem considerados, ressaltam-
se a integridade do trato digestério; a situacdo metabdlica; o tipo de
macronutrientes da dieta em relacdo a capacidade absorvida e digestiva do
paciente; as densidades caléricas e protéicas (cal.mL™; g de proteina.mL’;
relacdo Na:cal); a capacidade da dieta, ingerida dentro das quantidades
toleradas, para atingir as necessidades nutricionais do paciente; e o
custo/beneficio da dieta (BARBOSA et al., 2001).

Geralmente, a dieta enteral é indicada para pacientes clinicamente
comprometidos, seja por patologias do trato gastrintestinal alto, seja por
intubacéao orotraqueal, por disturbios neurolégicos com comprometimento do
nivel de consciéncia ou dos movimentos mastigatérios. E indicada também
Nos casos em que o paciente apresenta ingestao oral baixa, por anorexia de
diversas etiologias (ALVAREZ; GUIDA, 2000; DISARIO, 2006).

2.8.1. Complicacoes da nutricao enteral

As complicagdes da nutricdo enteral podem ser classificadas em trés
grupos: as ditas complicagdes mecanicas, as quais se relacionam com a
introducdo e manutencdo da sonda nasoentérica; as complicacdes
metabdlicas, aquelas relacionadas com os efeitos metabdlicos da dieta apos
a sua absorcdo; e as complicagdes gastrintestinais, que relacionam a
infusdo da dieta no tubo digestivo. Dentre estas ultimas, destaca-se a
diarréia, devido a intoxicacao e infeccao alimentar (NETO, 2003).

No Brasil, a utilizagdo da nutricdo enteral teve inicio na década de
1960. Ainda que essa terapia salve vidas, a alimentacdo por sonda enteral
estd associada a diversas complicagdes, dentre elas a possibilidade de
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contaminacao microbiana (SILVA, 2004), pelo fato de serem ricas em macro
e micronutrientes e, portanto, excelentes meios de crescimento de
microrganismos (MAURICIO et al., 2005).

Essa situacao é de grande preocupacéao para os médicos, pelo fato de
essas dietas serem oferecidas a pacientes de risco para infeccdo, incluindo
neonatos, pacientes transplantados, com injarias encefalicas, cancer e AIDS.
Fontes de contaminacdo associadas com dietas em pd reconstituidas
incluem os ingredientes da dieta, liquidificadores e os liquidos utilizados em
hospitais (OLIVIERA et al., 2000). Pode ainda originar-se de contaminacao
cruzada de equipamentos, utensilios e superficie de trabalho higienizados
inadequadamente; de ingredientes ou outros aditivos utilizados na
preparacao ou modificacao da férmula; de armazenamento e transporte em
condicbes inadequadas de manipuladores, equipos, sistemas de
administracdo (CARVALHO et al., 1999) e ingredientes n&o-estéreis
(SANTOS et al., 2004).

As possiveis causas contaminantes de formulagbes enterais, o
contato manual, ou manipulagdo, constituem a mais significante via de
contaminacao microbiana no ambiente hospitalar. Aspectos referentes as
técnicas de manipulacao utilizadas e a prépria saude do manipulador, além
do uso de praticas inadequadas de higiene e preparo das férmulas enterais
por pessoas inabilitadas, podem provocar a contaminacao cruzada desses
alimentos, o que vem constituir um potencial problema aos seus usuarios. A
contaminacdo por contato manual pode também ocorrer no momento da
transferéncia das férmulas de seus recipientes originais para o0s
reservatérios de administracdo (SANTOS et al., 2004).

Procedimentos normais para administracdo de dietas aos pacientes
resultam no preparo dessas de acordo com as instrucbes do fabricante.
Porém, algumas dietas sdo preparadas com antecedéncia e armazenadas
no hospital, em temperatura ambiente ou refrigeradas, em alguns casos, por
mais de 24 horas. A manutencao das dietas em temperatura ambiente, seja
durante a administracdo ou durante a estocagem e transporte por periodos
prolongados, representa riscos potenciais para o crescimento microbiano,

caso haja contaminantes (SILVA, 2004).
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No Brasil, foram relatados casos de dietas enterais contaminadas, e
as dietas artesanais e em pd apresentaram mais altas porcentagens de
inadequacdo quando comparadas com dietas prontas para uso. Os
principais pontos criticos de controle identificados foram: a higienizacao e
desinfeccdo de utensilios e equipamentos; o tempo de preparo associado
com a temperatura do produto final e a exposicdo em temperatura ambiente;
a temperatura de refrigeracdo; a agua; a higiene e a antissepsia de
manipuladores; e a higienizacdo e desinfeccao externa de embalagens
(CARVALHO et al., 1999; KESSLER et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2000;
SANTOS; TONDO, 2000; MITNE et al., 2001; MUNIZ, 2005).

Freedland et al. (1989) reportaram uma taxa de 30% a 90% de
contaminacdo em sistemas de alimentacdo enteral. Bactérias como
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Salmonella Enteretidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, além
de leveduras, foram isoladas de dietas enterais por Campbell (1995).

A contaminagdo microbiana das férmulas enterais pode ocorrer em
diversas etapas, sendo também a manipulacdo uma etapa especialmente
critica (LIMA et al., 2005). As Boas Praticas de Preparacdo da Nutricdo
Enteral (BPPNE) estabelecem as orientacbes gerais para aplicacdo nas
operacdes de preparacdo da NE, bem como critérios para aquisicao de
insumos, materiais de embalagem e NE industrializada (BRASIL, 2000).
Portanto, a utilizagdo do Sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) torna-se essencial em locais como centrais de sondas e
lactarios, onde sdo preparadas dietas e formulas lacteas (MAURICIO et al.,
2005; SANTOS; TONDO, 2000).

As complicagbes associadas a contaminagdo microbiana da nutricao
enteral incluem: colonizagao gastrintestinal, que ocorre em mais de 25% dos
pacientes em enfermaria geral e em 63% daqueles em UTI (BOWLING,
1998), pneumonia, infeccéo intestinal e bacteremia, que podem prolongar a
hospitalizagdo e aumentar o risco de mortalidade (ALVAREZ; GUIDA, 2000).
Ja foi demonstrado que, quando o preparo e a administracdo da nutricao
enteral cumprem com todas as normas de biosseguranca e com O0S
procedimentos de BPPNE, a contaminacao das dietas é reduzida de 53%
para 2% (MONTEMERLO et al., 1996).
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Prevenir a contaminacdo e manter a qualidade microbioldgica da
alimentacao enteral é especialmente importante para aqueles pacientes que
estdo imunocomprometidos, devido a desnutricdo, estresse metabdlico e
doenca ou idade avancada (MOE, 1991).

2.9. Sondas para alimentacao enteral

O ideal seria que todos os pacientes que necessitassem de suporte
nutricional pudessem ingerir por via oral as dietas preparadas para nutricao
enteral. Dessa maneira ndo haveria a utilizacdo de sondas, o que evitaria o
desconforto, riscos e o maior custo do tratamento.

As sondas nasoentéricas para nutricdo enteral estdo disponiveis no
mercado sob varias formas. Podem ser constituidas de silicone, poliuretano
ou de outros polimeros. Sao flexiveis, de fino calibre, leves, macias,
resistentes a acao das secrecdes digestivas e de elevada tolerabilidade por
parte dos pacientes. Todas possuem um fio-guia inoxidavel flexivel para
ajudar na passagem da sonda pelo trajeto nasogastrico. Variam de 50 a 91
cm para sondas pediatricas € de 91 a 110 cm para sondas de adultos. O
calibre é fornecido em French (Fr), sendo 1 Fr equivale a 0,33 mm; para
adultos, varia de 8 a 12 Fr. A extremidade distal pode possuir uma capsula
de mercurio ou tungsténio, com o objetivo de facilitar a sua progressao até a
por¢ao inicial do jejuno, por meio do movimento peristaltico. Sao radiopacas,
0 que permite a sua visualizacdo por radiografia e verificacdo do seu
posicionamento correto (PASCUAL et al., 1993).

A caracteristica e composicao da superficie de cateteres e outros
dispositivos sdo cruciais para evitar a adesao bacteriana. Muitos desses
biomateriais contém aditivos como plastificantes, estabilizantes e polimeros
organicos que melhoram as propriedades fisico-quimicas e a
biocompatibilidade. Esses aditivos podem ser metabolizados por
microrganismos que os utilizam para a manutengéo do seu crescimento na
superficie (PASCUAL et al., 1993).

Poliuretanos sao biomateriais apropriados para a construgcdo desses
dispositivos (PASCUAL et al.,, 1993). Também sdo conhecidos como

policarbamatos polidis (CARELI, 2005), que sado polimeros com grande
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variedade de propriedades, que incluem a capacidade de formar filmes a
temperatura ambiente, flexibilidade, resisténcia quimica a solventes
(COUTINHO et al., 2000), resisténcia a oxidagao, a abrasao e a radiacao
gama (STEVENS, 1990; ABIQUIM, 2004b). Todas essas propriedades sao
baseadas na reacdo de um diisocianato organico com componentes
contendo grupos de hidroxidos, chamados de polidis (STEVENS, 1990;
ABIQUIM, 2004b). Durabilidade elevada, resisténcia a acidos, a oxidagao, a
abrasdo e a baixa resisténcia a alcalinos sdo caracteristicas marcantes
desse tipo de superficie (RODRIGUEZ, 1989). Sélidos ou expandidos,
flexiveis, semi-rigidos ou rigidos, os poliuretanos podem assumir a forma de
artefatos moldados, revestimentos, elastdbmeros, espumas ou fibras
(STEVENS, 1990).

Outro biomaterial utilizado na confeccéo de sondas € o silicone. Este
tipo de sonda é muito utilizado para a administracdo do suporte nutricional
em pacientes com doencas criticas. Quando corretamente usados, esses
tubos sdo extremamente seguros e efetivos (RINKER et al.,, 2000). O
silicone é um polimero quimicamente inerte e resistente a acidos e bases, a
radiacdo gama, a decomposicao pelo calor, a 4gua ou a agentes oxidantes,
além de ser bom isolante elétrico. Resistentes ao calor e a intempérie, os
silicones sao apresentados nas formas fluida, de resina ou de elastémeros,
ou seja, borrachas sintéticas. Suportam temperaturas que variam de - 65 °C
a 400 °C. E usado em muitos segmentos da indUstria de alimentos sem
perder suas caracteristicas de permeabilidade, elasticidade e brilho
(RODRIGUEZ, 1989; ABIQUIM, 2004a). Superficies de silicone possuem
varias caracteristicas que sao responsaveis pela sua ampla aplicacéo,
destacando-se a sua grande flexibilidade, longevidade e compatibilidade
com os meios de aplicagdo. Por ser inerte e atéxica, nao traz maleficios para
0 meio ambiente, ndo contamina o solo, nem a agua nem o ar. Além disso,
ndo altera o sabor dos alimentos com o0s quais entram em contato
(STEVENS, 1990; ABIQUIM, 2004a).

2.10. Determinacao das propriedades mecéanicas
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As propriedades mecanicas compreendem a resposta dos materiais
as influéncias mecanicas externas, manifestadas pela capacidade de
desenvolverem deformacdes reversiveis e irreversiveis e resistirem a fratura.
Essas caracteristicas sao geralmente avaliadas por meio de ensaios, que
indicam dependéncias tensdo-deformagdo. Dentre as propriedades
mecanicas, encontram-se as elasticas, que sao caracteristicas importantes
da resisténcia dos materiais. O corpo de prova é estendido a uma
velocidade-padrao constante até a sua ruptura. A resisténcia a tracéo é
avaliada pela carga aplicada por unidade de area no momento da ruptura. O
alongamento do corpo de prova originado durante o teste representa
aumento porcentual do comprimento da peca sob tracdo, no momento da
ruptura. Materiais com grande teor de ligagdes cruzadas, como os utilizados
nas espumas rigidas, sao fortes e duros, porém quebradicos, e 0s
elastdmeros e as espumas flexiveis tém alongamento na ruptura muito maior
(VILAR, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

A primeira etapa deste trabalho foi realizada em um Centro de Terapia
Intensiva (CTI) e em uma sala de preparo de nutricdo enteral (SPNE) de um
hospital de Vigosa, Minas Gerais, onde as estirpes de Staphylococcus sp.
foram isoladas.

Nas etapas seguintes, o experimento foi desenvolvido nos
Laboratérios de Embalagem e Microbiologia de Alimentos e Higiene
Industrial e no Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade
Federal de Vigosa (UFV); no Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa
Mano da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ); e no Laboratério
de Nanoscopia do Departamento de Fisica da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

3.1. Contagem e isolamento de Staphylococcus sp. em um hospital

municipal
3.1.1. Ar de ambientes

A contagem de Staphylococcus sp. foi realizada em um Centro de
Terapia Intensiva (CTIl) e em uma Sala de Preparo de Nutricdo Enteral
(SPNE). O isolamento de Staphylococcus no ar foi amostrado em placas de
Petri com &gar Baird-Parker (Difco™) adicionado de emulsdo de gema de

ovo em agua salina 0,85% (p/v) esterilizada (1:1 v/v) e telurito de potassio
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1% (p/v) (Laborclin®) (BAIRD-PARKER, 1990), pelo método de impressao
em agar (EVANCHO et al., 2001). Coletou-se um volume de ar de 1.000
litros, com o auxilio de um amostrador de ar MAS 100 (Merck®) de um
estagio (SVEUM et al.,, 1992). Antes da coleta das amostras, a tampa do
amostrador foi esterilizada a 121 °C, por 15 minutos, sendo sanitizada com
alcool 70% (v/v) a cada amostragem. As placas foram incubadas a 37 °C,
por 48 horas (LANCETTE; BENNETT, 2001).

As coletas foram realizadas em duplicata, durante a passagem das
sondas no paciente, evento Unico, e preparo da nutricao enteral em sistema
aberto, na SPNE, por no maximo trés dias consecutivos, de acordo com a

necessidade de o paciente utilizar a nutricdo enteral.

3.1.2. Manipuladores

A presenca de Staphylococcus sp. nas maos do enfermeiro-chefe e
de duas copeiras, que se revezavam de turno de trabalho, cada dia uma era
responsavel pelo preparo da dieta, foi avaliada pela técnica de swab
(EVANCHO et al., 2001). Essa avaliacao foi realizada em dois momentos
distintos, o primeiro, durante a passagem da sonda no paciente e
amostragem da mao do enfermeiro-chefe; e o segundo, durante o preparo
da dieta na SPNE e amostragem da mdo de uma das copeiras. O
manipulador da sonda, enfermeiro-chefe, fazia uso de luvas esterilizadas.

A coleta das amostras de manipuladores foi feita nas maos, nas areas
correspondentes as superficies da palma e das bordas, partindo-se da
regido dos punhos. Foram utilizados swabs de algoddao de 0,5 cm de
didmetro por 2,0 cm de comprimento, com haste de 125 cm de
comprimento. Os swabs foram esterilizados a 121 °C, por 15 minutos. Para a
coleta, o swab foi umedecido em solucao-tampéao fosfato. De forma angular,
o swab foi friccionado, com movimentos giratorios, da parte inferior da palma
até a extremidade dos dedos, retornando-se ao punho. Esse procedimento
foi repetido por trés vezes, na direcao de cada dedo. Os movimentos nas
bordas foram do tipo vaivem, de modo a avancar em um dos lados da méao
onde as linhas dos punhos se iniciavam, passando depois entre os dedos, e

no final, no outro lado da méao, encontrando-se de novo com as linhas dos

58



punhos (EVANCHO et al.,, 2001). Apbés as coletas, os swabs foram
transferidos para tubos de ensaio com 10 mL de solugdo-tampao fosfato
esterilizada a 121 °C, por 15 minutos. Os tubos foram transportados, sob
refrigeracao, laboratério, realizacdo da contagem de

para o para

Staphylococcus sp. em agar Baird-Parker.

3.1.3. Mucosa nasal

CTI,

aleatoriamente, e que necessitavam utilizar sondas nasoenterais para

Foram amostrados quatro pacientes internados no
alimentacao, por causa de um disturbio do trato digestorio ou outro motivo.
As informacgdes sobre sexo, idade, quadro clinico, sistema de administracao
da dieta e antibioticoterapia dos quatro pacientes sdo apresentadas na

Tabela 4.

Tabela 4 — Informacbées dos pacientes internados no CTI, nos quais se
realizou a analise de Staphylococcus da cavidade nasal antes da

passagem da sonda nasoenteral

Pa0|er]tgs A B c D
Caracteristicas
Sexo Masculino Masculino Masculino Feminino
Idade 86 65 76 81
;—r?triérlnpilcarggir;no - Amicacina - Amicacina
. - Ceftazidima Nao - Claritromicina Nao
até a passagem " . .
- Oxacilina - Ciprofloxacina
da sonda
Sistema de Fechado. Uso Aberto. Uso de | Aberto. Uso de | Fechado. Uso
administragcao de sonda de sonda de sonda de de sonda de
da dieta enteral | poliuretano poliuretano silicone silicone
- Insuficiéncia
~a respiratéria
Capcer de - Doenca - Pneumonia
es6fago )
L. - Pneumonia pulmoqar ) Syspelta de - Insuficiéncia
Quadro Clinico a obstrutiva cancer L
- Insuficiéncia N respiratéria
L cronica pulmonar
respiratéria . S
A . - Pneumonia - Bradiarritmia
- Anemia o
- Ventilacao
mecanica

A amostra para pesquisa de Staphylococcus foi realizada na cavidade

nasal do paciente no qual a sonda foi inserida. O swab foi umedecido em
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solugédo-tampéo fosfato, e partindo-se de um ponto inicial, com movimentos
giratérios, percorreu toda a area por trés vezes. Em seguida, foram
transferidos para tubos de ensaio com 10 mL da mesma solucao-tampao
que foram umedecidos (EVANCHO et al., 2001) e conduzidos sob
refrigeracdo para o laboratério para contagem de Staphylococcus sp. em
agar Baird-Parker (BAIRD-PARKER, 1990).

3.1.4. Dieta

No sistema fechado de administracdo da dieta, a troca do seu frasco
era realizada a cada 24 h no CTIl. Assim, no primeiro dia, uma amostra de
100 mL foi coletada logo apdés a passagem da sonda, em recipiente
esterilizado, assim que havia a conexdo do frasco da dieta ao equipo. Nos
outros dois dias, a amostra foi coletada apds substituicao do sistema frasco
e equipo. Tal procedimento foi realizado por no maximo trés dias
consecutivos, conforme a necessidade de uso de sistema de alimentacéo
pelo paciente.

Caso contrario, se o paciente alimentava-se por meio do sistema
aberto, amostras eram coletadas durante o preparo ao meio-dia e durante
outros trés horarios de administracdo seguintes ao seu preparo, as 17 horas
do mesmo dia e as oito horas do dia seguinte. Nesses dois ultimos casos, as
dietas eram conservadas sob refrigeracdo a 4 °C, no CTI, até o horério de
sua administragdo. O volume da amostra coletado era de 100 mL por vez.
As amostras foram refrigeradas ap6s sua coleta e, em seguida, levadas ao
laboratério para contagem de Staphylococcus sp. em agar Baird-Parker
(BAIRD-PARKER, 1990; SWANSON et al., 2001).

3.1.5. Superficies de preparo

As amostras foram coletadas em uma superficie de preparo da
nutricdo enteral, para sistema aberto de administracdo, pela técnica do
swab, durante o preparo do alimento na SPNE (EVANCHO et al., 2001).

Na pesquisa de Staphylococcus na superficie foi realizada um

maximo de trés repeticoes, conforme a necessidade de o paciente
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permanecer internado e se alimentar por sonda. Cada repeticdo era
realizada no momento do preparo da dieta, sem que a rotina normal de
processamento fosse alterada. Foram utilizados swabs de algodao
umedecidos em solucédo-tampéao fosfato adicionada de 1% (v/v) de solucéo
de tiossulfato de sbédio 0,25% (BLOCK, 1991), para inativacdo do cloro
utilizado na sanitizacéo da superficie. A superficie-teste foi friccionada por 20
vezes, no sentido vaivem, em uma area de 100 cm? com o auxilio de um
molde de coleta de 10 cm x 10 cm. Em seguida, os swabs foram transferidos
para tubos de ensaio com 10 mL da mesma solucao-tampéao (EVANCHO et
al., 2001). Apds a coleta, os tubos foram transportados para o laboratério,
sob refrigeracdo, para realizacdo das analises de Staphylococcus sp. em
agar Baird-Parker (BAIRD-PARKER, 1990).

3.1.6. Sondas

Os pacientes internados no CTI e selecionados para o experimento
receberam sondas nasoenterais de silicone ou poliuretano da marca

SOLUMED®. As caracteristicas das sondas sao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Caracteristicas das sondas nasoenterais

Caracteristicas Sonda de Poliuretano Sonda de Silicone
Poliuretano (TPU) Dimetilsiloxano, | Dimetilsiloxano
Constituicao polivinilcloreto (PVC) e sulfato de | Polivinilcloreto (PVC),
bario Poliacetal e sulfato de bario
Comprimento 120 cm 95 cm
Area total 298,58 cm® 238,86 cm?
Diametro 3,96 mm (12 FR) 3,96 mm (12 FR)

Em cada um dos quatro pacientes, as sondas foram retiradas apos a

suspensao da alimentacdo enteral pelo enfermeiro plantonista, o qual fazia
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uso de luvas esterilizadas. Em seguida, as sondas foram colocadas em
vidros também esterilizados, que foram tampados e enviados sob
refrigeracao para o laboratério. Foram adicionados a cada vidro 225 mL de
agua peptonada 0,1% (p/v), realizando-se a rinsagem com movimentos
giratérios, de um lado para o outro, por dois minutos. Diluicbes em tubos de
ensaio contendo 9,0 mL de solugcédo salina 0,1% (p/v) foram realizadas.
Aliquotas de 0,1 mL da diluicdo 10 foram plaqueadas em meio especifico
para contagem e isolamento de Staphylococcus (BAIRD-PARKER, 1990).

3.2. Purificacao e identificacao bioquimica dos isolados

Os isolados obtidos do ar dos ambientes do CTl e SPNE, da dieta,
mucosa nasal dos pacientes, superficie do recipiente de preparo da dieta e
dos manipuladores foram selecionados de forma aleatéria, com base nas
caracteristicas tipicas e atipicas das colénias (LANCETTE; BENNETT, 2001)
em 4gar Baird-Parker (BAIRD-PARKER, 1990).

Os isolados foram purificados em &agar Baird-Parker (BAIRD-
PARKER, 1990), empregando-se a técnica de estrias. Em seguida, os
isolados foram codificados e mantidos em agar (Brain Heart Infusion (BHI)
(Difco™), inclinado sob refrigeracéo a 4 °C.

Os isolados foram caracterizados de acordo com a morfologia celular,
coloragao diferencial de Gram; producao de coagulase livre em plasma de
coelho, em plasma coagulase — EDTA Coagu-Plasma LB (Laborclin®) e
catalase, utilizando-se H,O, a 10% (MARTIN et al., 2001). Como controle
positivo, utilizou-se a estirpe S. aureus ATCC 25923.

Isolados de Staphylococcus sp. obtidos foram submetidos a
identificacdo bioquimica, empregando-se o Sistema de Identificacdao de
Estafilococos e Micrococos API Staph da BioMérieux® (Figura 13) e teste de
hemolise em agar-sangue (Merck®) acrescido de 5% (v/v) de sangue de
carneiro, para verificacao de B-hemdlise (MARTIN et al., 2001). O sangue de
carneiro foi cedido pelo Departamento de Veterinaria da UFV. Todos os
isolados de sondas foram submetidos a identificacdo. O critério de escolha
para identificacdo dos demais isolados baseou-se na frequéncia de
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isolamento. Esse kit € composto de testes bioquimicos padronizados e
miniaturizados e de uma base de dados especificos (ENTIS et al., 2001).
Ap0és estriar a cultura do isolado em agar-sangue acrescido com 5% (v/v) de
sangue de carneiro, suspensdes das colbnias foram feitas em 6 mL de API
Staph Meédium esterilizado, seguindo-se como padrdo a escala 0,5
McFarland. As galerias individuais, contendo meios de provas bioquimicas
desidratados, foram inoculadas de acordo com a recomendacdo do
fabricante. A seqléncia da galeria inclui o controle, seguido do teste de
fermentacdo de glicose (GLU), frutose (FRU), manose (MNE), maltose
(MAL), lactose (LAC), trealose (TER), manitol (MAN), xilitose (XLT),
melobiose (MEL), nitrato de potassio (NIT), b-naftil acido fosfato (PALM),
piruvato de sédio (PV), rafinose (RAF), xilose (XYL), sacarose (SAC), a-metil
D-glucosidio (MDG), n-acetil glucosamina (NAG), arginina (ADH) e uréia
(URE).

Figura 13 — Modelo de uma galeria para testes bioquimicos do Kit API
STAPH apéds inocular um isolado de Staphylococcus aureus,
incubar a 37 °C e adicionar os reagentes necessarios para
leitura.

Apés a inoculacdo, adicionou-se parafina nos dois ultimos pocgos,
conhecidos como ADH e URE, para criacdo de um ambiente de
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anaerobiose. Incubaram-se as galerias a 37 °C, por 24 horas. As leituras dos

testes foram feitas com o auxilio dos reagentes VP 1 e VP 2, para o teste de

Voges-Proskaeur (VP); NIT 1 e NIT 2, para o teste de nitrato de potassio
(NIT); e ZYM A e ZYM B, para o teste B-naftil acido fosfato (PALM). Os
reagentes sdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Composi¢dao do meio de suspenséao e dos reagentes de leitura

Reagentes Composicao Quantidade
Extrato de levedura 0,59
Bactopeptona 10 g
NaCl 59
API| Staph médium 6 mL :

Oligoelementos 10 mL
Agua desmineralizada 1000 mL
pH7,0-74 -
Hidroxido de potassio 40 ¢

VP 1
Agua 100 mL
a-naftol 69

VP 2
Etanol 100 mL
Acido sulfanilico 0,49

NIT 1 Acido acético 30g
Agua 70 mL
N,N-dimetil-1-naftilamina 0,69

NIT 2 Acido acético 30g
Agua 70 mL
Tris-hidroximetil-aminometano |29 9
Acido cloridrico 37% 11 mL

ZYM A
Lauril sulfato de sodio 10 ¢
Agua 100 mL
Fast Blue BB 0,359

ZYM B
2-metoxi etanol 100 mL

Fonte: APl STAPH — Teste para diagndéstico in vitro.
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3.3. Teste de sensibilidade a antibioticos

A sensibilidade dos isolados aos antibiéticos foi realizada pelo método
de discos impregnados com antibidticos (BAUER et al., 1966; CLSI, 2007)
das seguintes substancias: ciprofloxacina-CIP (5 ug), amicacina-AMI (30 ug),
clindamicina-CLI (2 pg), claritromicina-CLA (15 ug), ceftriaxona-CRO (30 ug),
ceftazidima-CAZ (30 ug), imipenem-IMP (10 pg), oxacilina-OXA (1 ug),
sultamicilina - ampicilina e sulbactam-APS (10/10 pg) e vancomicina-VAN
(30 pg). Os discos foram adquiridos do Laboratério DME® (Diagnésticos
Microbiolégicos Especializados, Aracatuba, Sao Paulo, Brasil). A escolha
dos principios ativos baseou-se na frequéncia de uso no CTI da unidade
hospitalar estudada.

Os isolados, sendo no minimo um de cada espécie, com indice de
confianga maior que 80%, foram selecionados dentre as estirpes
identificadas utilizando o kit APl Staph da BioMérieux®. Os isolados
escolhidos foram previamente ativados, por meio de uma alca de platina, por
24 h, a 37 °C, em 10 mL de caldo BHI e, em seguida, foram repicados em
caldo BHI por 8 h. Aliquotas de 0,1 mL dessas culturas foram inoculadas em
placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (MHA) (Merck®), empregando-
se a técnica de spread plate. Foi utilizada uma suspensdo de 108 UFC.mL™.
Apb6s 3 min, em cada placa fixaram-se cinco dos 10 discos ao agar, com o
auxilio de uma pinga. As placas foram deixadas por uma hora sob
temperatura ambiente, para fixacao dos discos ao agar e, em seguida, foram
incubadas a 37 °C, por 24 h (CUNHA, 2006). O experimento foi realizado em

uma unica repeticao.

65



3.4. Caracterizacao fisica, fisico-quimica e microscopica das
superficies de sondas nasoentéricas

3.4.1. Determinacao da tensao de ruptura e estiramento dos polimeros

Sete corpos-de-prova de poliuretano e outros sete de silicone de 10
cm de comprimento e 3,96 mm (12 FR) de diametro foram utilizados para
medidas de resisténcia mecanica (ASTM D 412, 2003), maxima carga (N) e
deformacao relativa na carga maxima (%).

As medidas foram realizadas com os corpos de prova a velocidade de
pré-teste de 50 mm.min™', de teste de 100 mm.min"' e de pds-teste de 50
mm.min™', as temperaturas de 25 °C e 36 °C, com células de carga de 1 kN.
O equipamento utilizado foi a maquina universal de ensaios mecanicos,
Instron (modelo 3367 Q 1126), com capacidade maxima de carga de 30 kN.

O experimento foi realizado em sete repeticoes.

3.4.2. Hidrofobicidade

Corpos-de-prova de no maximo 10 cm foram retirados da parte central
de cada tipo de sonda, poliuretano e silicone, seccionados ao meio e
colados a pedacos de papelao para a sua completa planificagao (Figura 14).
Foram selecionados corpos-de-prova que apresentaram regides planas para
a medida do angulo de contato e, se necesséario, eram reduzidos a

fragmentos menores para melhorar a planificagao.
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Figura 14 — Corpos-de-prova das sondas para medida do angulo de contato:
(a) cupons da sonda de silicone e (b) cupons da sonda de
poliuretano.

As medidas do angulo de contato foram realizadas na parte interna
dos corpos-de-prova, utilizando-se um Gonidémetro NRL A-100-00 da Ramé-
Hart (Montain Lakes - USA) com sistema de andlise de imagens (Figura 15).
Uma gota de 2,5 uL de agua foi depositada sobre a superficie de interesse,
e o angulo foi medido por 25 vezes (OLIVEIRA, 2006) a cada minuto, a

temperatura ambiente (25 °C).
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Figura 15 — Gonibémetro: equipamento utilizado na medida do angulo de
contato entre as sondas e a agua.

3.4.3. Topografia e rugosidade por microscopia de forca atdbmica

Dois corpos-de-prova de 1,0 cm retirados da parte central de cada
tipo de sonda, poliuretano e silicone, foram seccionados ao meio e enviados
para a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), para analise de
microscopia de forca atémica.

As imagens do interior dos corpos-de-prova foram feitas utilizando-se
um microscépio de forca atébmica marca VEECO, modelo Nanoscope IlIA,
pela técnica Taping Mode. Nessa técnica, uma ponta conectada a um
oscilador piezoelétrico era forcada a vibrar perto da sua frequéncia de
ressonancia e tocava a superficie da amostra cerca de 500 vezes por ponto
de medida. A medida das alteracdes, na freqtiéncia de vibracdo quando a
altura da amostra variava, foi traduzida por um software em variagdes de
altura, produzindo a imagem da amostra. Essa técnica permitiu uma alta

resolucao espacial, e, como a ponta da agulha nao ficava permanentemente

68



em contato com a amostra, o risco de deformagdo da amostra pela ponta foi
minimizado. Essa ponta apresentava um raio de curvatura entre 5 nm e 10
nm (MIRONOV, 2004). Foram determinados também, por meio de um
software apropriado desse equipamento, 0s parametros: Rq, média
aritmética do somatério de todos os valores da altura de pontos utilizados
em dado perfil; Ra, média aritmética dos desvios em altura do valor médio da
altura desses pontos; e R;, altura maxima entre o pico e o vale no perfil dos
cupons das sondas.

3.5. Adesao de Staphylococcus aureus em superficies de sondas

nasoentéricas de silicone e de poliuretano
3.5.1. Adesao por teste em uso simulado

O procedimento de administragdo da dieta em laboratério foi realizado
de forma a simular as condi¢cées hospitalares de um sistema aberto. Foram
empregados dois tipos de sondas nasoenterais, constituidas de silicone e
poliuretano. As extremidades das sondas foram conectadas a diferentes
sistemas: em uma das extremidades, por onde saia a dieta, as sondas foram
conectadas a tampas metalicas que, por sua vez, fechavam vidros que
serviam como frascos coletores da dieta apds sua administracdao; na outra
extremidade, as sondas foram conectadas a equipos, sendo esses
conectados a frascos de armazenamento de dieta ou agua, que eram
gotejadas por gravidade intermitente. Havia duas sondas de poliuretano, e
uma recebeu a dieta com inéculo de 1,0x10° UFC.mL™" de S. aureus e outra
ndo, denominada sonda de poliuretano-controle, e duas sondas de silicone,
em que uma recebeu a dieta com 0 mesmo indculo e outra ndo, denominada
sonda de silicone-controle. As sondas e frascos coletores permaneceram
dentro de uma estufa a 36 °C, com o objetivo de simular a temperatura do

corpo humano (Figura 16).
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Figura 16 — Montagem do procedimento de administragdo da dieta em
laboratério: (a) sondas nasoenterais de silicone (esquerda) e de
poliuretano (direita), utilizadas no experimento; (b) estufa
utiizada no experimento, com o suporte de dietas ao lado
direito; (c) os frascos de vidro utilizados como recipientes
coletores; (d) frascos coletores; (e) frascos de armazenamento
de dieta; e (f) vista superior da estufa, onde se realizou a
conexao sonda-equipo.

Antes do preparo da dieta, um isolado de S. aureus foi ativado por
24 h, a 37 °C, em 10 mL de caldo BHI. Em seguida, o indculo foi repicado
com o auxilio de uma alca de platina em outro tubo contendo também o
mesmo meio e volume, por 3 h antes do uso, na mesma temperatura. A
concentracdo de 1,0x10° UFC.mL™" de S. aureus, contagem encontrada na

dieta hospitalar em analises prévias, foi inoculada em diferentes volumes de
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dieta: em 100 mL de dieta para a administragdo no primeiro dia; em 150 mL
no segundo dia; e 200 mL no terceiro dia, conforme recomendagdo de um
profissional especializado (nutricionista). O preparo da dieta ocorria todos 0s
dias as 12 h e, em seguida, eram armazenadas sob refrigeracao, e 1 h antes
de sua administracao eram retiradas para obterem temperatura ambiente.
No caso das dietas administradas no primeiro dia, eram preparados quatro
frascos, um para cada tipo de sonda, para administragao as 11 h, horario em
que se iniciava o teste. A dieta administrada foi a IsoSource HN®, Novartis,
Treta Slim, sabor baunilha e com volume de 1 L. Essa dieta é um alimento
completo do ponto de vista nutricional para fins enteral e oral, com 1.200
calorias e esterilizado comercialmente (Tabela 7). A escolha de seu uso foi
em funcdo de sua utilizagdo no hospital quando administrada em sistema
aberto.

Tabela 7 — Informagdes nutricionais da dieta enteral IsoSource® HN em
1.000 mL

Informagdes Nutricionais IsoSource® HN em 1.000 mL

Valor nutricional 1200 kcal
Carboidratos 157 g
Proteinas 53¢
Gorduras totais 40 g
Gorduras saturadas 23 ¢
Gorduras trans 0g

Fibra alimentar 0g

Sdédio 1.200 mg
Célcio 1.000 mg
Ferro 12 mg
Potassio 1.640 mg
Cloreto 400 mg
Fésforo 700 mg
Magnésio 260 mg
Zinco 8,0 mg
Manganés 2,4 mg
Cobre 900 ug
Molibdénio 48 ug
lodo 132 ug
Cromo 36 ug
Selénio 36 ug
Vitamina A 600 pg
Vitamina D 6,8 ug
Vitamina E 20 mg
Vitamina C 48 mg
Niacina 16 mg
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Acido pantoténico 5,2 mg
Vitamina B6 1,4 mg
Vitamina B2 1,4 mg
Vitamina B1 1,2 mg
Biotina 30 pg
Acido félico 400 ug
Vitamina K 65 ug
Vitamina B12 2,4 ug
Colina 552 mg

Fonte: <http://www.novartis.com.br/products/pt/mn/pd_isosource_hn.gif>.

A dieta foi administrada as 8 h, 11 h, 14 h, 17 h, 20 h e 23 h de cada
dia, durante trés dias consecutivos, totalizando 72 h. A administragdo foi
realizada por no maximo 1 h e meia, e a cada corrida da dieta havia
passagem de 50 mL de agua esterilizada (NETO, 2003). Esse procedimento
teve como finalidade simular a administracdo de dieta enteral de um
paciente internado por trés dias no CTl, em que se realizou o experimento.

A troca do equipo ocorria todos os dias pela manha, antes da
administragdo da dieta das 8 h. Todo o material utilizado era esterilizado, e a
troca do frasco de dieta ou agua e do equipo foi realizada, de maneira
asséptica, com a ajuda de um bico de Bunsen.

Ao final do terceiro dia, o sistema contendo frascos de agua, vidros,
equipos e sondas foi desmontado e os dispositivos nasoenterais,
fragmentados para andlises de microscopia eletrbnica de varredura e
contagem de células de Staphylococcus aderidas a parte interna das
sondas. Esse teste em uso simulado foi realizado em trés repeticdes.

3.5.2. Determinacao do numero de células aderidas

Uma metodologia foi desenvolvida para determinar o numero de
células aderidas a parte interna da sonda nasoenteral. Trés corpos-de-prova
de 10 cm de cada sonda, das porcdes do inicio, meio e fim, foram cortados
ao final do terceiro dia do experimento de adesdo. Esses trés corpos-de-
prova, apenas em sua parte interna, foram rinsados levemente com 0,6 mL
de solugao citrato 2%, com o auxilio de uma seringa, com a finalidade de
remover as células plancténicas. Em seguida, foram rinsados fortemente
com 10 mL da mesma solugdo para a retirada das células aderidas. Esse
volume foi coletado em um erlenmeyer esterilizado. Aliquotas de 0,1 mL

foram plaqueadas, em duplicata, em placas com agar-padrao para contagem
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(PCA), que foram incubadas a 37 °C, por 24 h, para contagem de células
aderidas. A solucao citrato 2% foi utilizada com o intuito de aumentar a
remocao de células plancténicas e, principalmente, aderidas e imersas em

uma solugao protéica (dieta).

3.5.3. Avaliacao da adesao por microscopia eletronica de varredura

Trés corpos-de-prova de 0,4 cm foram cortados das trés porcoes de
cada sonda, inicio, meio e fim, imediatamente apés o término do
experimento de adesdo. Em seguida, foram segmentados em quatro
pedacos, por meio de cortes horizontais e transversais no centro do corpo-
de-prova (Figura 17).

Figura 17 — Esquema ilustrativo dos cortes horizontais e transversais
realizados nos corpos-de-prova das sondas para andlise de
microscopia eletrbnica de varredura

A fixacado das células aderidas a superficie interna das sondas foi feita
com uma solucdo de concentracdo final de glutaraldeido 2,5% (v/v) e
tampao-fosfato de 0,05 mol.L" (1:1 v/v), com pH 6,9, durante 1 h &
temperatura ambiente. Ap6s essa etapa, os corpos-de-prova foram lavados
em uma solugdo de concentracdo final de tampao-fosfato de 0,05 mol.L™,

por seis vezes, em intervalos de 10 min, em um total de 1 h. As amostras
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foram desidratadas com solucdo aquosa de alcool etilico P.A. nas
concentragdes de 30% (v/v), 50% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v) e 95% (V/v),
respectivamente, com 10 min de contato em cada concentracdo e em
solugéo de alcool etilico P.A. 100% (v/v), em trés repeti¢cdes por 15 min, para
a retirada completa da agua. Os corpos-de-prova foram transferidos para
cestas permeaveis usadas no secador de ponto critico (Critical Point Dryer)
Balzers CPD 020, para evaporagdao do alcool utilizado na desidratagao.
Nessa etapa, todo o alcool da amostra foi substituido por gas carbdnico na
forma liquida, que ao atingir o ponto critico evaporou, ficando os cupons
secos. Fitas adesivas foram coladas no suporte de porta-amostras do
microscépio (stub), apds a secagem do material. Em seguida, os corpos de
prova foram levados no metalizador Balzers Union FDU 010 e submetidos
ao processo de metalizagdo com uma fina camada de ouro de 15 a 25 nm,
com a finalidade de tornar os corpos-de-prova bons condutores elétricos
(SILVEIRA, 1989). Por fim, os corpos-de-prova foram observados no
microscopio eletrdnico de varredura LEO 1430 VP, com aumentos de 200 X
a 15.000 X (Figura 18).
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Figura 18 — Equipamentos e corpos-de-prova utilizados na andlise de
microscopia eletrénica de varredura: (a) secador de Ponto
Critico (Critical Point Drye”) Balzers CPD 020; (b) metalizador
Balzers Union FDU 010; (c) metalizacdo dos corpos-de-prova
com ouro; (d) corpos-de-prova da sonda de silicone sem
metalizacdo e cupons da sonda de poliuretano sem metalizacao
de ouro; e (e) microscépio eletrénico de varredura LEO 1430 VP.
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3.6. Analises dos resultados

A contagem das Unidades Formadoras de Colbénia (UFC) de
Staphylococcus isolados do ar foi corrigida usando-se os dados de tabela
especifica do equipamento (MERCK®, 2007). Os dados foram convertidos
em logaritmo decimal e os resultados, expressos em log UFC.m™ de ar, log
UFC.mL™" de dieta, log UFC por méo, log UFC.cm® e log UFC por cavidade
nasal. Considerando que as sondas de poliuretano apresentavam area total
de 298,58 cm? e a de silicone de 238,86 cm? as contagens de
Staphylococcus sp. obtidas durante a etapa de isolamento e adesao por
teste em uso simulado foram expressas também em UFC.cm™. O logaritmo
decimal do nimero em UFC.m™® das amostras de ar dos ambientes foi
analisado por meio do teste t-Student, com tratamentos que envolviam dois
ambientes — ar de CTl e ar da sala de preparo — e oito repeticdes de coleta,
em um unico hospital. O teste t-Student também foi empregado para analisar
os resultados: (i) da contagem de S. aureus (log UFC.cm™) apés a adesdo
em teste de uso simulado, sendo dois tratamentos: sonda de silicone e
poliuretano; e (i) dos testes que forneceram a carga maxima (N) e a
deformacéao (%) para cada corpo-de-prova, sondas de silicone e poliuretano,
sendo sete repeticbes e dois tratamentos, nas temperaturas de 25 °C e
36 °C. Os resultados da contagem de estafilococos em mucosas nasais e
sondas, depois da retirada dos pacientes, foram analisados por meio de
intervalos de confianca de 95%. Os demais resultados da contagem de
Staphylococcus sp. foram analisados de forma descritiva.

Os resultados da identificacdo bioquimica dos isolados de
Staphylococcus foram interpretados de acordo com as recomendacgdes do
fabricante, utilizando-se o sistema de dados do APl Web. Isolados com
indice de confiabilidade menor do que 70% foram considerados como perfis
inaceitaveis. O teste de Cochran-Mantel-Haenszel foi utilizado para verificar
o perfil de distribuicdo da populagdo de Staphylococcus identificada nos
locais de isolamento.

Os halos de inibicdo aos antimicrobianos foram medidos e os
resultados, avaliados de acordo com a tabela-padréo (CLSI, 2007).
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A aplicacdo de diferentes testes estatisticos justificou-se em funcao
dos diferentes numeros de tratamentos e graus de liberdade de cada
experimento. O nivel de significAncia adotado foi de 5%. As andlises de
varidncia foram realizadas utilizando-se procedimentos do programa
Statistical Analysis System — SAS (1988).

Os angulos de contato das superficies das sondas, que
caracterizaram a hidrofobicidade, foram analisados de acordo com a
metodologia proposta por Adamson (1982), que classificou uma superficie
hidrofilica como aquela cujo angulo de contato seja menor que 50° ou
hidrofébica, aquela com angulo de contato maior que 50°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Enumeracao e isolamento de Staphylococcus sp. em um hospital

municipal
4.1.1. Ar de ambientes

Os logaritmos da contagem de Staphylococcus sp. no ar de
ambientes do centro de terapia intensiva e da sala de preparo de nutricao
enteral, suas médias e 0s respectivos desvios-padrdo encontram-se na
Tabela 6.

Houve diferenga significativa (p<0,05) no grau de contaminacéao por
Staphylococcus sp. nas amostras de ar dos diferentes ambientes
hospitalares (Tabela 6). A diferenga na concentracdo de microrganismo nos
diferentes ambientes hospitalares também foi demonstrada por um estudo
realizado por Pereira et al. (2005). Esses pesquisadores quantificaram a
concentragdo de bioaerossois bacterianos viaveis em diferentes ambientes
de um hospital do interior do Estado de S&o Paulo. Verificaram que, no
ambiente externo ao hospital, a contagem de microrganismos viaveis foi de
1,90 + 0,6 log UFC.m™ de ar; na unidade de terapia intensiva (UTI) para
adulto, o valor encontrado foi de 2,20 + 1,9 log UFC.m™ de ar; no centro
cirurgico, antes cirurgia ortopédica, unico ambiente climatizado amostrado, a
contagem foi de 1,90 + 1,4 log UFC.m™ e, apds a cirurgia, de 2,93 + 2,68 log

UFC.m™. Dentre os isolados, as espécies encontradas foram, entre outras,
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Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

aureus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus haemolyticus.

Tabela 6 — Logaritmos da contagem de Staphylococcus sp. no ar de
ambientes do Centro de Terapia Intensiva e da Sala de Preparo
de Nutricdo Enteral, suas médias e o0s respectivos desvios-
padrao

Ar de Ambientes (log UFC.m™) Desvios-Padréo
1,99
2,54

. 2,45
Centro de Terapia 2.39

Intensiva 2,10
222
1,61
1,62
Média' 2,15a 0,36
1,38
1,60

1,88
Sala de Preparo de 1.61

Nutricdo Enteral 1,90
1,62
1,52
1,61

Média’ 1,64 b 0,17
' Diferenca significativa a 5% de probabilidade, pelo teste t-Student.

Na legislacdo brasileira ndo existe padrdo para a contagem de
Staphylococcus sp. no ar de ambiente de salas para manipulacado de dieta
enteral em hospitais para sistema aberto de administracdo. Entretanto,
existe a recomendacao da APHA para que as contagens de meséfilos em
ambientes de processamento de alimentos sejam de no maximo
9,0x10" UFC.m™ (1,95 log UFC.m™®), quando a avaliagdo & feita pela técnica
da impressdo em 4&gar, e de 3,0x10' UFC.cm?semana’ (1,48 log
UFC.cm®?.semana’™), para a técnica de sedimentacdo simples (SVEUM et

al., 1992). Adotando os niveis estabelecidos pela APHA, observou-se que o

79



resultado encontrado para a contagem de Staphylococcus sp. no ar da sala
de preparo atendia as recomendacoes.

A presenca de estafilococos no ar da sala de preparo da dieta pode
contaminar os alimentos produzidos e, consequientemente, comprometer a
saude do paciente apds a ingestao da dieta. Isso porque a dose de infeccéao
de um patégeno é o numero de organismos necessarios para causar
infeccdo. Teoricamente, um microrganismo em um ambiente com condicdes
favoraveis para seu desenvolvimento pode se multiplicar suficientemente
para causar uma doencga. Assim, recomenda-se que em uma sala hospitalar
nao deve haver contagem de bioaerosséis bacterianos maior que 1,50 log
UFC.m™ no ar. Entretanto, durante uma cirurgia esse valor ndo deve
exceder a 2,20 log UFC.m™ (TANG et al., 2006). Considerando a contagem
de bioaerossdis bacterianos de 1,50 log UFC.m™ de ar, verificou-se que os
resultados estdo acima do recomendado.

Os resultados da contagem de Staphylococcus sp. evidenciaram que
€ necessaria a implantagao de praticas de desinfeccdo do ar e podem ser
explicados pela presenca de janelas abertas nos locais e falta de um sistema
de climatizacdo que garanta adequada renovacdo do ar do ambiente,
principalmente no CTI. Segundo a Portaria n° 3.523, de 28 de agosto de
1998, do Ministério da Saude, “medidas basicas referentes aos
procedimentos de verificacdo visual do estado de limpeza, remogao de
sujidades por métodos fisicos e manutencdo do estado de integridade e
eficiéncia de todos os componentes dos sistemas de climatizagao”. Essas
medidas visam garantir a qualidade do ar de interiores e prevencao de riscos
a saude dos ocupantes de ambientes climatizados. A unidade de terapia
intensiva (UTI) € um dos locais de maior risco em um hospital (HARRIS et
al., 1997) e, portanto, nesse ambiente sdo exigidos: pressdo negativa, seis
ou mais renovagdes do ar por hora, janelas seladas, fluxo do ar no sentido
do ambiente limpo para o sujo e filiragdo do ar com eficiéncia superior a
90%. As areas com os pacientes infectados sao consideradas "sujas", tendo
pressao negativa, ou seja, o ar retirado supera em 15% o fornecido. Quando
ocorre a recirculagdo do ar, deve ser utilizado o filtro High Efficiency
Particulate Air (HEPA). Assim, previne-se o escape do ar contaminado pelo
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paciente para o restante do hospital e, também, reduz-se a concentragao de
microrganismos no interior da sala (STREIFEL, 1996; WHO, 2004).

Portanto, como parte integrante de um programa de seguranca
alimentar ou hospitalar, o ar de ambientes representa uma fonte de
contaminacdao. Embora ainda nado existam padrdes oficiais na legislacao
brasileira para ar de ambientes hospitalares, a presenca de estafilococos
pode indicar condi¢cdes higiénico-sanitarias insatisfatérias. Esse fato
evidencia a necessidade real de capacitacdo dos funcionarios e criacao de
equipes de trabalho multidisciplinares que visem a implementagcdo do
sistema APPCC.

4.1.2. Manipuladores

As contagens de Staphylococcus sp. das maos do manipulador da
sonda (enfermeiro-chefe) foram todas inferiores que 1,0x10? UFC por mao.
Esse resultado pode ser associado ao uso de luvas esterilizadas durante o
procedimento da passagem da sonda, trocadas para cada paciente.
Entretanto, em uma das contagens de estafilococos das maos de um dos
dois manipuladores de dieta obteve-se o valor de 2,0x10% UFC por mao (2,3
log UFC por méo), resultado esse acima daquele sugerido por Silva (1996),
em que a contagem de Staphylococcus sp. ndo deve ultrapassar 1,5x10?
UFC por méo (2,17 log UFC por méao) para manipuladores de alimentos em
servicos de alimentacdo. Em ambientes hospitalares, contaminagdes por S.
aureus em maos de manipuladores é um motivo de preocupacao. Kac et al.
(2005) constataram a presenca de S. aureus nas maos de 12 profissionais
da saude, avaliados em um hospital, como componente da microbiota
transiente antes e depois da higienizacdo. Os demais resultados foram
satisfatorios, com contagens menores que 1,0x10° UFC por médo, a
justificativa pode ser atribuida ao fato de que, no inicio do preparo da dieta, o
manipulador da dieta lavava as maos com detergente e, em seguida,
sanitizava com solugédo alcodlica 70 GL, além de ser orientado a respeito
das Boas Praticas de Preparo da Nutricio Enteral. Segundo Anderton
(1995), a infeccdo cruzada em hospitais ocorre principalmente via maos, € a
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conscientizacdo sobre a importancia da higienizacdo das maos € a forma
mais efetiva de preveni-la.

A alta contagem de estafilococos constatada na m&o de um dos
manipuladores da dieta pode ser reduzida com a implementacdo das Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) e com o sistema APPCC. A capacitacao dos
colaboradores responsaveis por todas as operacbes envolvidas, desde a
manipulacdo da matéria-prima até a sua administracdo, pode resultar na
diminuicdo das complicacdes referentes ao uso desse tipo de terapéutica
dietética e, consequiientemente, agir como agente redutor da ocorréncia de
processos infecciosos intra e, ou, extra-intestinais (SANTOS et al., 2004).

Esse fato pode ser comprovado pelo estudo realizado por Muniz
(2005), que investigou a qualidade microbiol6gica de dietas artesanais, em
pd e liquidas prontas para o uso, antes e ap6s a implementacao do sistema
APPCC em um hospital universitario brasileiro. Verificou-se que a presenca
de S. aureus antes da implementacdo do sistema, nas maos de
manipuladores da dieta em um dos grupos de colaboradores, foi de 50%,
enquanto apds a implementacdo do sistema esse valor foi reduzido para
20%. No outro grupo de colaboradores, o valor anterior a implementacao do
sistema foi de 20% e passou para 0% apo6s a implementacao do sistema. A
hipotese atribuida como causa da presenca da bactéria nas maos dos
colaboradores foi o habito que apresentavam de tocar as mascaras
repetidas vezes, atitude que facilitava a contaminacao cruzada, uma vez que
0 microrganismo também foi isolado da narina.

Guias da Association for Professional in Infection Control and
Epidemiology (APIC) e do CDC recomendaram a limpeza e desinfeccdo das
superficies mais freqientemente tocadas pelas maos de funcionarios do
hospital e pacientes com maior periodicidade, por exemplo macanetas,
grades de leito e interruptores (MANGRAM et al., 1999; SEHULSTER et al.,
2004; SIEGEL et al., 2007). Essas superficies podem acarretar a
contaminacdo das maos de profissionais de saude que podem transmitir
patdbgenos potenciais, incluindo S. aureus, particularmente MRSA
(CARVALHO, 2005). Superficies em que o contato com as maos é minimo
também devem ser higienizadas freqlentemente, pois ha possibilidade de
transmissdo de patdégenos por meio das maos de profissionais de saude
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que, ao toca-las, disseminam o microrganismo no ambiente hospitalar
(WIDMER; FREI, 2003).

4.1.3. Mucosa nasal

A média das contagens em logaritmo (log UFC por cavidade nasal) de
Staphylococcus sp. dos quatro pacientes (A, B, C e D) e seus intervalos de
confianca de 95% sao apresentados no Figura 19. Verificou-se que entre os
pacientes A e D e entre C e D ha diferenca na contagem de Staphylococcus

sp., uma vez que nao houve sobreposicao nos intervalos de confianca.
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Figura 19 — Média das contagens de Staphylococcus sp. de cavidades
nasais de quatro pacientes (A, B, C e D) e seus intervalos de
confianca de 95%.

Os resultados evidenciaram que 100% dos pacientes apresentaram
Staphylococcus sp. em suas cavidades nasais. O estudo das bactérias

presentes nessa cavidade é importante, porque é um fator de risco de
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infeccdo para o paciente e é um dos principais reservatorios de
microrganismos no ambiente hospitalar (KLUITMANS et al., 1997). No total
de 52 pacientes investigados no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, oito (15,4%) estavam colonizados por S. aureus em
suas cavidades nasais (CARVALHO, 2005). Yariktas et al. (2007), por meio
de um estudo, demonstraram um método de obtencdo de cultura da
microbiota nasal em pacientes com sinusite. Com o auxilio de um swab
especial, isolaram da cavidade nasal de 35 adultos, com sinusite em estagio
cronico, 58 estirpes, sendo 6 (10,34%) S. aureus, um dos patégenos mais
associados a essas infeccoes (DAMM et al., 2004). S. aureus pode se
propagar e se manter na cavidade nasal por longos periodos. Acredita-se
que parte das infeccoes enddgenas inicia-se com a transmissao de
estafilococos para a mucosa nasal e, em seguida, com a colonizacao desse
tecido, causando infeccdo em pacientes. Isso pode ser comprovado, pois, na
maioria dos casos em que as vias aéreas superiores foram tratadas
topicamente para eliminacdo da contaminacao nasal, S. aureus também foi
eliminado de outras partes do organismo. Dentre um dos compostos
utilizados para esse procedimento, destacou-se a mupirocina, que eliminou
essas bactérias da mucosa nasal, além de diminuir taxas de infeccoes
estafilococicas em pacientes que realizavam hemodialise (PENA et al.,
2004).

A colonizagdo das narinas é também uma importante fonte de
microrganismo na infeccdo cruzada, uma vez que promove a contaminacao
do ar e a deposicao de particulas biolégicas maiores que 5 um de diametro

sobre feridas cirurgicas e superficies (SHIOMORI et al., 2002).

4.1.4. Dieta

Os valores das contagens de Staphylococcus sp. em dietas do sistema
fechado de administragdo foram menores que 1,0x10' UFC.mL™ (Tabela 7).
Esses resultados eram esperados, uma vez que a nutricdo enteral utilizada
nesse sistema era esterilizada, sendo conectada diretamente ao equipo sem
qualquer manipulagdo durante seu preparo e, assim, reduzindo a
probabilidade de intoxicagao e infeccao alimentar.
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Tabela 7 — Valores das contagens de Staphylococcus sp. em dietas enterais
de sistema aberto e fechado de administracédo

Sisterna de Contagens de Staphylococcus
Admmlljsiter?agao da | Data/Hora (h) da coleta (UFC.mL")
Fechado 30/01/07 — 15:30 <1,0.10°

30/01/07 — 15:30 <1,0.10'
15/02/07 — 09:50 <1,0.10'
15/02/07 — 09:50 <1,0.10’
16/02/07 — 06:30 <1,0.10'
16/02/07 — 06:30 <1,0.10'
17/02/07 — 05:30 <1,0.10'
17/02/07 — 05:30 <1,0.10'
Aberto 07/02/07 —12:352 <1,0.10'
07/02/07 —12:35° 1,0.10’
07/02/07 — 17:00 <1,0.10’
07/02/07 — 17:00 <1,0.10'
08/02/07 — 08:01 <1,0.10’
08/02/07 — 08:01 <1,0.10'
08/02/07 — 12:35° <1,0.10’
08/02/07 — 12:35° 1,0.10°
13/02/07 — 12:322 <1,0.10'
13/02/07 — 12:32% <1,0.10'
13/02/07 — 17:00 <1,0.10'
13/02/07 — 17:00 <1,0.10’
14/02/07 — 08:15 <1,0.10'
14/02/07 — 08:15 <1,0.10'
14/02/07 — 12:342 <1,0.10°
14/02/07 — 12:34% <1,0.10'

"Resultados em duplicata e “horério de preparo da dieta.

Foram observadas também contagens de Staphylococcus sp. em
dietas administradas em sistema aberto de 1,0x10" UFC.mL" (1,00 log
UFC.mL™") e de 1,0x10° UFC.mL™" (2,00 log UFC.mL™") (Tabela 7). Esse
nuamero pode ser atribuido a duas fontes de contaminagdo: a primeira, a
contaminacao do ar da sala de preparo, uma vez que a bactéria presente no
ar em contato com alimento pode contamina-lo; a segunda pode ter sido o
manipulador, pois a bactéria foi isolada das mé&os de um dos colaboradores
responsaveis pelo preparo de uma das amostras de dieta contaminadas.
Segundo Jay (2005), bactérias do género Staphylococcus tendem a ser
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encontradas proximas a aberturas do corpo e superficies da pele, a exemplo
das narinas, axilas e areas da virilha de humanos. Esse microrganismo
causa intoxicacdo provocada pela ingestdo de alimento contendo toxinas
pré-formadas no alimento. As enterotoxinas estafiloccicas quando
presentes no alimento ingerido possuem acao emética e diarréica no
individuo, podendo debilitar ainda mais aqueles que ja se apresentam
doentes.

Ao comparar os sistemas de administracdo da nutricdo enteral, pode-
se perceber que o sistema fechado € o mais indicado, uma vez que a dieta
nao entra em contato com o manipulador e demais fontes de contaminagéo.
Desport et al. (2004), estudando o risco de contaminagcao de dieta entérica
de volume de 1,5 L quando conectadas a um sistema de nutricdo enteral
fechado, verificaram que esse sistema garantiu a seguranca microbioldgica,
uma vez que a contaminacdo foi principalmente nas microbiotas oral e
digestiva.

A contaminacdo de dietas enterais pode agravar o quadro clinico de
pacientes hospitalizados, em especial quando estes recebem dietas por
qualquer tipo de sondas e, assim, escapa de defesas naturais do organismo,
como o pH gastrico. Uma pequena quantidade de patégenos entéricos pode
ser in6cua para a maioria das pessoas sadias, mas pode causar diarréia e
até mesmo a morte de pacientes imunocomprometidos (MUNIZ, 2005). Por
esse motivo que Mathus-Vliegen et al. (2000) recomendaram para pacientes
criticos dietas enterais esterilizadas em razdo do risco representado pelas
complicagdes infecciosas se forem administradas dietas de sistemas
abertos. Entretanto, considerando-se o baixo custo, as férmulas artesanais e
em p6 sao mais utilizadas na maioria dos hospitais brasileiros (MITNE et al.,
2000).

4.1.5. Superficies de preparo

As contagens de Staphylococcus do liquidificador utilizado no preparo
das dietas foram todas (100%) menores que 1,0x10° UFC.cm®. Esse
resultado pode ser atribuido a conscientizacdo dos funcionarios quanto a
importdncia das praticas adequadas de higienizacdo de superficies
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empregadas no preparo da dieta. Todos os dias antes do inicio do
procedimento de homogeneizacédo da dieta, o funcionario lavava o copo do
liquidificador com detergente. Em seguida, apdés um enxagie com agua
filtrada, adicionava ao liquidificador uma solucéo de hipoclorito de sédio a
250 mg.L" de cloro residual total, que era agitada por 2 min. A eficiéncia
antibacteriana do hipoclorito de sodio é diretamente proporcional a
quantidade de acido hipocloroso presente na solugdo. Acredita-se que o
cloro combine com as proteinas das membranas celulares, formando
compostos que interferem no metabolismo celular (BOUCHER, 1979;
ESTRELA, 2000). Silva Junior (2002) recomendou, para sanitizagdo, imergir
o utensilio em 200 mg.L" por 15 min, procedimento diferente do realizado
para a sanitizacao da superficie de preparo da dieta. A baixa contagem de
Staphylococcus do liquidificador observada pode ser explicada pela
adequada remocao de residuos da superficie durante o procedimento de
limpeza. A eficacia da higienizacdo depende da agdo mecénica, pois
bactérias e outros microrganismos sao suspensos pelos fluidos utilizados
durante a etapa de limpeza, a exemplo da dgua e detergente, e removidos
da superficie (PRUSS et al., 1999). Shih et al. (1970), estudando in vitro a
acao antibacteriana do hipoclorito de sédio 5,25% (Clorox) sobre
Streptococcus faecalis e Staphylococcus aureus em canais radiculares de
dentes, concluiram que o hipoclorito de sbédio, nessa concentracdo, foi
efetivo, mas eles sugeriram um medicamento intracanal para controlar o
crescimento bacteriano.

Os resultados encontrados neste estudo diferem daqueles obtidos por
Muniz (2005), que analisou a superficie de liquidificadores utilizados no
preparo de dietas liquidas, em p6 e artesanais, de dois grupos de
manipuladores no hospital. Verificou que, antes da implementagdo do
sistema APPCC, as contagens de bactérias meséfilas nessas superficies
foram de 1,7x10® UFC.cm™, grupo 1, e de 4,6x10” UFC.cm™, grupo 2, e,
apés a implementacdo, foram de 6,6x10* UFC.cm™ e de 3,2x10° UFC.cm™?,
para os respectivos grupos. Esse resultado indicou, portanto, que essas
superficies eram o principal ponto critico de controle no preparo das dietas
artesanais e em pd. Além disso, o pesquisador atribuiu a reducao das
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contagens de microrganismo da dieta em pé a auséncia da utilizacdo desse
equipamento durante o preparo na fase apés a implementacdo do APPCC.
Outros pesquisadores verificaram também a influéncia desse
equipamento na contaminacao de dietas enterais liquidificadas (KESSLER et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2000). Oliveira et al. (2000) e Bergami (2002)
relataram que, mesmo apds a implementacdo das Boas Praticas de
Manipulagdo (BPM) e do sistema APPCC, houve contaminagao significativa
de dietas, o que associaram ao uso desse equipamento. Entretanto, Santos
e Tondo (2000) acreditaram que, além de a contaminagédo desses alimentos
ser associada ao uso de equipamentos e utensilios mal higienizados, pode
ser proveniente também da matéria-prima, no caso de preparagcoes sem

tratamento térmico, o que evidencia a necessidade de melhorias nas BPM.

4.1.6. Sondas

Na Figura 20 sdo apresentados os intervalos de confianca (95%) dos
logaritmos das contagens de estafilococos (log UFC.cm®) presentes em
sondas ap6s a sua retirada dos quatro pacientes. Foram observadas
contagens de Staphylococcus que variaram entre 6,88 log UFC.cm™ no
paciente D e 7,38 log UFC.cm™ no paciente A. Verificou-se que os intervalos
de confianca sobrepuseram-se e, portanto, as contagens de estafilococos
isolados das sondas apresentaram-se dentro dos limites inferior e superior
de A, pelo fato de ser o maior valor do intervalo de confiancga.

Em outro estudo, Mehall et al. (2002) observaram, também,
crescimento de bactérias, dentre elas do género Staphylococcus, da porcao
extracorporal de sondas de alimentacdo enteral utilizadas em criangas.
Observaram uma concentragdo média de bactérias inferior em relagdo aos
resultados obtidos neste trabalho, 10° unidades formadoras de colénia,
sendo isoladas trés espécies bacterianas por tubo. De 125 sondas
recolhidas, apenas oito ndo apresentaram crescimento microbiano. Foram
isoladas 23 estirpes de S. aureus, sendo 12 dessas MRSA, portanto
demonstrando que esses dispositivos sao reservatérios de bactérias
resistentes a antibidticos.
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Figura 20 — Intervalo de confianca de 95% do logaritmo da contagem de
Staphylococcus sp. presente em sondas apo6s a utilizacdo em
quatro pacientes de diferentes sistemas de administracdo da
dieta. Nao ha intervalo para B, uma vez que o valor das
contagens foram as mesmas.

Daule et al. (2003) isolaram e identificaram bactérias de cateteres de
silicone para gastrostomia. Verificaram que, dentre os 100 isolados,
prevaleceram cocos Gram-positivos, principalmente S. aureus. A microbiota
isolada foi capaz de formar biofilme, e 0 seu crescimento foi associado as
complicacdes de saude do paciente e a deterioracdo dos dispositivos,
levando, conseqlientemente, a sua remocdo. Fatores como tipo das
formulagdes enterais, antibioticos e outros medicamentos, caracteristicas da
superficie de silicone e microbiota presente na pele, também contribuiram
para a formacdo do biofilme bacteriano. Além do crescimento bacteriano,
fungos foram isolados. Esses microrganismos, quando associados a
biofilmes bacterianos, podem aumentar a destruicdo do dispositivo pelo
possivel metabolismo de componentes do silicone e também conduzir a
formacao de tecido de granulacdo. Os referidos autores relataram que
minimizar a formagédo de biofilme deve ser uma meta critica no design e

selecdo de biomateriais para novos dispositivos enterais, pois o uso de
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sonda nasogastrica mostrou-se associacdo com infeccdo hospitalar
(TOUFEN et al., 2003).

4.2. Purificacao e identificacao bioquimica dos isolados

Foi obtido um total de 151 isolados do género Staphylococcus.
Consideraram-se tipicas as colbnias negras e lustrosas, devido a
precipitacdo de telurito de potassio e halo de clarificacdo, em fungdo da
atividade da lecitinase, e as colénias negras, opacas e sem halo foram
consideradas atipicas (MARTIN et al., 2001).

De 151 isolados, 42 (27,81%) foram provenientes do ar do CTI, 42
(27,81%) de fossas de quatro pacientes, 42 (27,81%) de sondas, sendo 20
(13,25%) de poliuretano e 22 (14,56%) de silicone, 21 (13,90%) de ar da
sala de preparo de dietas, 2 (13,24%) da dieta, 2 (13,24%) das méaos dos
manipuladores das dietas, e nenhum isolado foi obtido a partir das
superficies do liquidificador e do manipulador da sonda. Do total de isolados,
60,26% foram coagulase positivos e 39,74%, coagulase negativos. Dentre
os isolados de dieta, apenas um (50%) era coagulase positivo e identificado
como S. aureus. Esse resultado observado na contagem de S. aureus,
coagulase positiva, em dietas encontrou-se dentro do padrao legal (BRASIL,
2000). A administragdo de férmulas eventualmente contaminadas pode
causar disturbios gastrintestinais e colocar em risco a saude do paciente.
Muniz (2005) também observou que dietas enterais podem ser
contaminadas por S. aureus e que a contaminagao desse alimento pode ser
reduzida ou eliminada com a implementacdo do sistema APPCC. Esse
pesquisador verificou que, antes da implementacdo dessa ferramenta de
gestado da qualidade, foram observadas contagens de S. aureus maiores do
que o padrao legal (BRASIL, 2000) em 37,5% das dietas artesanais e 25,0%
das dietas em p6 manipuladas por um dos dois grupos de funcionarios. Esse
resultado foi atribuido a porcentagem de manipuladores portadores da
bactéria nas narinas e maos, 100% e 50%, respectivamente. Porém, ap6s a
implementacao, apenas em algumas amostras de dietas em p6 (12,5%) os
resultados ndo foram condizentes com o padrao legal (BRASIL, 2000).
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Dentre os 151 isolados de Staphylococcus, apenas 100 foram
submetidos a identificacao bioquimica, empregando-se o kit APl Staph da
BioMérieux®. Dentre os 100 isolados submetidos aos testes bioquimicos
pelo kit APl Staph, um isolado ndo apresentou perfil de identificacdo e 17
exibiram indice de confianca menor que 70%, sendo, portanto, esses 18
isolados considerados perfis inaceitaveis. Os 99 isolados com perfil aceitavel
de identificacdo foram avaliados de acordo com a formacgdo do halo de B-
hemdélise em agar-sangue acrescido de 5% de sangue de carneiro. Verificou-
se que 76,8% dos isolados foram capazes de sintetizar a hemolisina, o que
indicou uma caracteristica de viruléncia. A Figura 21 indica a presencga do
halo de B-hemdlise em um isolado de S. aureus.

Figura 21 — Halo de B-hemdlise em um isolado de S. aureus.

De um total de 32 espécies de estafilococos relacionadas por
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (HOLT et al., 1994), sete
(21,87%) foram isoladas. Conforme apresentado, S. aureus foi a espécie
mais freqlente dentre as estirpes isoladas (52,44%), estando presente em
maior porcentagem em sondas nasoenterais (28,05%) (Tabela 9).
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Tabela 9 — Perfil de distribuicdo dos isolados de Staphylococcus spp. identificados pelo AP| Staph nos locais de isolamento

Espécie Local
Freqliéncia’ Ar Sala de . Manipulador
Porcentagem2 Ar CTI Preparo de Dieta Dieta Mucosa Nasal (copeira) Sonda Total
S aureus 7' 1 1 10 1 23 43
' 8,542 1,22 1,22 12.20 1,22 28.05 52 44
2 0 0 1 0 1 4
S. chromogenes 2 44 0,00 0,00 1,22 0,00 1,22 4,88
- ) 0 0 0 0 0 1 1
S. cohnii spp. cohnii 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,22 1,22
o 3 2 0 3 0 1 9
S. epidermidis 3.66 D 44 0,00 3.66 0,00 1,22 10,98
0 0 0 0 0 1 1
S. lentus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,22 1,22
. 0 1 0 0 0 1 2
S.saprophyticus 0,00 1,22 0,00 0,00 0,00 1,22 D 44
2 6 1 5 0 8 22
S. xylosus 2 44 7.32 1,22 6,10 0,00 8,76 26,83
Total 143 10 2 22 1 36 82
17,074 12,20 2 44 22 22 1,22 43,90 100

" Numero de isolados identificados de determinada espécie pelo kit API Staph.

2 Porcentagem de isolados de uma espécie em relacdo aos 82 isolados identificados.
% Somatério de microrganismos presentes no local de isolamento em relacdo aos 82 isolados identificados.
* Porcentagem de microrganismos presentes no local de isolamento.

Observacao: Na tabela ndo apareceram os resultados para manipulador das sondas (enfermeiro-chefe) e liquidificador, porque nenhuma
espécie foi isolada desses locais. Consideraram-se isolados com valores de indice de confian¢ca maior que 70%. A distribuicédo de

isolados foi homogénea, a 5% de probabilidade, pelo teste de Cochran-Mantel-Haenszel.



Os resultados deste estudo foram diferentes dos observados por
Szewczyk et al. (2000), uma vez que nao isolaram S. aureus em maior
frequéncia no ambiente hospitalar e em pacientes infantis. A espécie de S.
cohnii (44%) foi mais freqlente, seguida por S. epidermidis (23%), S.
hominis (12%), S. haemolyticus (10%), S. hominis (12%), S. lugdunensis
(2%), S. saprophyticus (3%) e S. warneri (1%). De criancgas internadas, eles
isolaram com maior freqUéncia S. epidermidis (59%), e S. aureus foi o
terceiro microrganismo (11%).

A distribuicdo das espécies identificadas foi homogénea em relagéao
ao local de «coleta (p>0,05), ou seja, apresentou distribuicdo
independentemente do local de isolamento. Esta analise justifica o
isolamento de diferentes espécies de Staphylococcus spp., indiferentemente
do local ou alimento analisado no hospital (Tabela 9).

Foram identificadas cinco espécies de Staphylococcus do ar dos
ambientes, com prevaléncia das espécies S. aureus (33,33%), S. xylosus
(33,33%) e S. epidermidis (20,83%). Esse resultado indicou a importancia do
ar como veiculador de espécies de estafilococos.

Nenhum isolado foi obtido da superficie de preparo (liquidificador) e
das maos do enfermeiro-chefe, responsavel pela passagem das sondas.
Porém, isolou-se S. aureus das maos de um dos colaboradores (1,22%)
responsaveis pelo preparo da dieta. Apesar de a freqUiéncia dessas
bactérias ser baixa no alimento e nas maos, ao encontrar condi¢des
favoraveis de crescimento elas podem multiplicar-se e sintetizar toxinas, que
podem agravar o quadro clinico do paciente. Isolou-se também de dietas S.
xylosus (1,22%).

Santos e Tondo (2000) encontraram resultados diferentes ao
analisarem 25 formulac6es enterais produzidas no Hospital das Clinicas de
Porto Alegre, RS. Verificaram que 11 (44%) das 25 amostras apresentaram
contagens inaceitaveis de S. epidermidis e sete (28%) de Streptococcus spp.

Observou-se (Tabela 9) que as sete espécies identificadas estavam
presentes nas sondas e, portanto, representando um reservatorio do
microrganismo. Estudos tém relacionado a colonizacdo da orofaringe de
pacientes por bactérias patogénicas a conseqlente formacao de biofilme em
sondas nasogastricas (LEIBOVITZ et al., 2003a; LEIBOVITZ et al., 2003b).
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Segal et al. (2006) concluiram, em seus estudos, que a presenca desses
dispositivos aumenta a ocorréncia de pneumonia nos pacientes, além de ser
relacionada a alta prevaléncia e similaridade entre a microbiota patogénica
na orofaringe e no estbmago. Para comprovacao desses resultados, foram
isoladas bactérias colonizadoras do estébmago, por meio da coleta de suco
gastrico, e da orofaringe. S. aureus foi isolado de 19% da orofaringe e de 6%
do suco gastrico de 107 amostras de 52 pacientes. A possivel explicacao
para esse resultado é a transferéncia bidirecional de bactérias entre o

estbmago e a orofaringe, principalmente associada a ocorréncia de refluxos.

4.3. Teste de sensibilidade a antibioticos

Quarenta e oito isolados, sendo no minimo um de cada espécie, com
indice de confianca maior que 80%, foram selecionados das 100 estirpes
identificadas, para avaliagdo do perfil de sensibilidade aos antibi6ticos. A
Tabela 10 indica a suscetibilidade das estirpes de Staphylococcus spp.
isoladas de hospital a agentes antimicrobianos mais utilizados no CTI. A
freqiéncia e porcentagem de suscetibilidade dos microrganismos a cada
agente antimicrobiano encontram-se na Tabela 11.

Verifica-se, na Tabela 11, que houve maior porcentagem de isolados
resistentes do que sensiveis aos antibioticos. Os microrganismos foram mais
sensiveis ao antimicrobiano imipenem (91,6%). Este composto € co-
administrado com cilastatina, para diminuir a sua nefrotoxicidade, e
apresenta amplo espectro de acdo. A excelente atividade antimicrobiana
demonstrada pelos carbapenémicos pode ser atribuida a rapida penetracao
do antimicrobiano na célula bacteriana e associada ao fato de esse
antibiético ser um inibidor enzimatico, possuindo grande afinidade as
proteinas de fixacdo das penicilinas, o que causa lise bacteriana (REESE et
al., 2002). Na Figura 22 é apresentado o perfil de sensibilidade de um
isolado 125 de S. aureus aos antibioticos.
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Tabela 10 — Suscetibilidade das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de ambiente hospitalar aos principais agentes
antimicrobianos utilizados no CTI

Numero do Isolado Bactéria Isolada Diametro dos Halos de Inibigao (cm)‘

AMI APS CAZ CIP CLA CLlI CRO IMP OXA VAN?®

7 S. aureus 1,8’ 1,2 1,0 0,0 0,0 0,0 0,8 52 0,0 1,0
' (S)? (1) (R) (R) (R) (R) (R) (S) (R) ()

8 S, aureus 1,8 1,6 1,4 2,2 0,6 2,2 1,2 4,2 1,8 1,0
' (S) (S) (R) (S) (R) (S) (R) (S) (S) ()

10 S aureus 1,6 1,4 2,2 2,0 0,0 0,0 2,0 1,8 0,6 1,2
' (1) (1) (S) (1) (R) (R) (1) (S) (R) ()

15 S, aureus 1,0 0,6 1,2 1,6 0,4 1,8 2,0 3,6 1,0 0,8
(R) (R) (R) (1) (R) () (1) (S) (R) ()

18 S aureus 1,0 0,8 1,0 0,0 0,4 0,0 1,6 1,8 1,4 0,8
' (R) (R) (R) (R) (R) (R) (1) (S) (S) ()

1 S, aureus 0,2 1,2 1,0 3,0 0,8 3,4 0,0 52 2,0 0,0
' (R) (1) (R) (S) (R) (S) (R) (S) (S) ()

o4 S. aureus 1,0 1,2 1,6 2,0 0,0 0,0 1,8 4,0 1,4 1,0
' (R) (1) () (1) (R) (R) (1) (S) (S) ()

57 S, aureus 2,2 2,0 1,8 0,0 0,0 0,0 2,8 3,0 0,4 1,2
' (S) (S) (S) (R) (R) (R) (S) (S) (R) ()

66 S. aureus 1,2 2.4 3,0 0,0 0,4 1,0 1,2 5,4 2.0 0,8
' (R) (S) (S) (R) (R) (R) (R) (S) (S) ()

' Diametro dos halos de inibicdo em cm.

2 Escala de suscetibilidade: (S) sensivel, (I) intermediario e (R) resistente.

% O perfil de sensibilidade a vancomicina dos isolados que apresentaram halo inferior a 15 mm devera ser estabelecido pelo teste de dose
inibitéria minima (CLSI, 2007).

AMI (amicacina), APS (ampicilina+sulbactam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLA (claritromicina), CLI (clindamicina), CRO
(ceftriaxona), IMP (imipenem), OXA (oxacilina) e VAN (vancomicina).
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Tabela 10a — Suscetibilidade das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de ambiente hospitalar aos principais agentes
antimicrobianos utilizados no CTI

Numero do Isolado Bactéria Isolada Diametro dos Halos de Inibicao (cm)‘

AMI APS CAZ CIP CLA CLI CRO IMP OXA VAN?®

77 S. aureus 1,21 1,4 0,6 0,0 0,0 0,0 1,2 2,0 0,0 1,0
RS R IR I IR TR T

80 S aureus R | ® | ® | ® | ® | ® 0) S | R ()
120 S. aureus 0,0 1,4 1,2 0,0 0,0 0,0 1,6 3,6 1,6 0,0
D TR N R T IO TR A AR R

4 ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
125 S aureus R | ® | ® | ® | ® | ®!|®}I| O | @® C)
129 S. aureus 0,8 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 2,0 0,0 0,8
' T 06 T 68 T 08 T 00 T 68 T 08 T8 T 58 T o5

133 S aureus R | ® | ® | ® | ® | ®!|®}I|®G | E@® ()
135 S. aureus 0,8 0,4 0,2 0,0 0,0 0,0 0,8 2,2 0,0 1,2
' 08T 08 T 68 T 08 T 00 T 68 T8 T 58 T 4T 15

143 S aureus R | ® | ® | ® | ® | ® 0) S | (8 ()
147 S. aureus 0,6 0,6 0,8 0,0 0,0 0,0 1,0 3,0 0,0 0,8
: R | ® | ® | ® | ® | ®I|®I®S | E® 8

' Diametro dos halos de inibicdo em cm.

2 Escala de suscetibilidade: (S) sensivel, (I) intermediario e (R) resistente.

% O perfil de sensibilidade a vancomicina dos isolados que apresentaram halo inferior a 15 mm devera ser estabelecido pelo teste de dose
inibitéria minima (CLSI, 2007).

* Estirpe selecionada para o teste de ades&o.

AMI (amicacina), APS (ampicilina+sulbactam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLA (claritromicina), CLI (clindamicina), CRO
(ceftriaxona), IMP (imipenem), OXA (oxacilina) e VAN (vancomicina).
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Tabela 10b — Suscetibilidade das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de ambiente hospitalar aos principais agentes
antimicrobianos utilizados no CTI

] o Diametro dos Halos de Inibicao (cm)’
Numero do Isolado | Bactérias Isoladas
AMI APS CAZ CIP CLA CLlI CRO IMP OXA VAN?

0,81 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 1,4 3,2 1,2 0,2

164 S aureus R: | ® | R | R | ® | ® () (S) () ()
165 S. aureus 0,6 2,0 0,6 0,0 0,0 0,0 1,8 4,2 1,2 1,0
' 08T T o8 T 68 T 08 T 06 T o5 T 56 T 05 0

166 S aureus (R) () R | ® | ® | ® | ®R |6 | ® ()
169 S. aureus 0,8 1,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,8 1,6 0,2 0,8

RO T I R A I T SO TR A

4 S-chromogenes | ) | ® | R | ¢ | ¢ | ®R | R | 6 | ® 0)

47 S. chromogenes 18 2,2 1,0 18 1,4 1,4 1,4 2,6 0,8 1,2

' O VIR S N (N I N OO

196 S-chromogenes | @ | ® | R | R | R | R | R | 6 | ® 0)

76 S. cohnii ssp. cohnii 1,4 1,2 1,2 1,6 1,4 0,8 0,8 2,4 0,0 0,6

: : (R) () (R) () () R | ® | 6 | ® ‘)

' Diametro dos halos de inibicdo em cm.

2 Escala de suscetibilidade: (S) sensivel, (I) intermediario e (R) resistente.

% O perfil de sensibilidade a vancomicina dos isolados que apresentaram halo inferior a 15 mm devera ser estabelecido pelo teste de dose
inibitéria minima (CLSI, 2007).

AMI (amicacina), APS (ampicilina+sulbactam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLA (claritromicina), CLI (clindamicina), CRO
(ceftriaxona), IMP (imipenem), OXA (oxacilina) e VAN (vancomicina).
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Tabela 10c — Suscetibilidade das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de ambiente hospitalar aos principais agentes
antimicrobianos utilizados no CTI

_ Diametro dos Halos de Inibigao (cm)’
Numero do Isolado | Bactérias Isoladas
AMI APS CAZ CIP CLA CLI CRO IMP OXA VAN?
. o 1,21 0,8 0,0 1,6 1,0 1,0 0,8 3,0 0,0 0,8
T B B B I T
4 S. epidermidis | &) () (R) 0) R | R () S | R 0)
88 S. epidermidis 1,2 1,6 1,0 3,4 0,4 1,4 1,6 4.6 1,6 0,0
: R | 6 | ® | & | ® | ® () S | (R ()
99 S. epidermidis 1,8 1,0 1,0 0,6 0,0 0,0 1,4 1,2 0,2 0,8
' IR IR R IR O R IO A
. L. 2,0 , , , , , , , , )
107 S-epidermidis | g | (§) | (R) D) D) S | ® | ® | ® 0)
151 S. epidermidis 0,8 0,4 2,0 2,0 2,2 1,8 2,8 4,6 3,2 1,2
: R | ® | 6 ) (S) () S | S | © 0
121 S lentus 1,2 1,6 2,0 1,8 0,6 0,6 2,4 1,4 0,4 0,0
: R | S | 6 () R | R | 0 (R) ()
89 S. saprophyticus 0,8 0,6 0,0 1,6 1,8 1,2 0,0 4,0 0,0 1,2
: R | R | ® () S | R | ® | 6 | ® 0
3 S. xylosus 1,8 0,8 0,0 2,2 2,2 0,6 1,0 1,8 0,0 1,0
s | ® |1 ® |6 | 6 | ®l ®@ | & | ® 0

' Diametro dos halos de inibicdo em cm.

2 Escala de suscetibilidade: (S) sensivel, (I) intermediario e (R) resistente.

% O perfil de sensibilidade a vancomicina dos isolados que apresentaram halo inferior a 15 mm devera ser estabelecido pelo teste de dose
inibitéria minima (CLSI, 2007).

AMI (amicacina), APS (ampicilina+sulbactam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLA (claritromicina), CLI (clindamicina), CRO
(ceftriaxona), IMP (imipenem), OXA (oxacilina) e VAN (vancomicina).
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Tabela 10d — Suscetibilidade das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de ambiente hospitalar aos principais agentes
antimicrobianos utilizados no CTI

] o Diametro dos Halos de Inibicao (cm)’
Numero do Isolado | Bactérias Isoladas

AMI APS CAZ CIP CLA CLI CRO IMP OXA VAN?

1,8 2.6 0,8 1,8 1,8 1,2 1,6 3.4 1,6 1,2

25 S: xylosus S | S | (R () S | (R () S | (R 0

32 S. xylosus 0,8 1,4 1,4 1,8 0,2 1,6 2,2 1,4 1,6 1,6
IR ST A I

3 S: xylosus () S | (R () D) (R) () S | (R 0

492 S. xylosus 1,6 2,2 1,0 1,2 1,8 1,4 1,8 3,6 1,2 1,0

SO IR T R IR I A IO

52 S: xylosus S | 6 | ® () S D) () S | (R 0

54 S. xylosus 2,0 1,4 1,0 2,2 0,6 0,6 2,0 1,4 0,4 1,0

SO R T IR A I A R

%5 S: xylosus S () (R) () D) (R) () S | () 0

59 S. xylosus 0,8 1,2 0,0 2,0 2,8 2,4 0,8 2,2 0,6 1,2
ARSI N TR N I

60 S: xylosus R | S | () () (R) 0) R | S | 0)

' Diametro dos halos de inibicdo em cm.

2 Escala de suscetibilidade: (S) sensivel, (I) intermediario e (R) resistente.

% O perfil de sensibilidade a vancomicina dos isolados que apresentaram halo inferior a 15 mm devera ser estabelecido pelo teste de dose
inibitéria minima (CLSI, 2007).

AMI (amicacina), APS (ampicilina+sulbactam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLA (claritromicina), CLI (clindamicina), CRO
(ceftriaxona), IMP (imipenem), OXA (oxacilina) e VAN (vancomicina).
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Tabela 10e — Suscetibilidade das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de ambiente hospitalar aos principais agentes
antimicrobianos utilizados no CTI

] . Diametro dos Halos de Inibicao (cm)’
Numero do Isolado | Bactérias Isoladas
AMI APS CAZ CIP CLA CLl CRO IMP OXA VAN?
67 S. xylosus 1,8 1,0 0,2 2.0 2,0 1,6 1,6 2.4 1,4 1,0
' (S)? (R) (R) (1) (S) (1) (1) (S) (R) ()
25 S. xylosus 1,8 2,0 1,0 0,4 0,0 0,4 1,6 2,2 0,8 1,0
' (S) (S) (R) (R) (R) (R) (1) (S) (R) ()
103 S. xylosus 2.4 0,8 1,4 2,0 1,2 0,8 1,0 2.4 0,2 0,8
' (S) (R) (R) (1) (R) (R) (R) (S) (R) (=)
160 S. xylosus 3,2 4,2 1,2 3,8 2,2 1,8 2,8 5,2 1,8 1,0
' (S) (S) (R) (S) (S) () (S) (S) (S) ()

' Diametro dos halos de inibicdo em cm.

2 Escala de suscetibilidade: (S) sensivel, (I) intermediario e (R) resistente.

% O perfil de sensibilidade a vancomicina dos isolados que apresentaram halo inferior a 15 mm devera ser estabelecido pelo teste de dose
inibitéria minima (CLSI, 2007).

AMI (amicacina), APS (ampicilina+sulbactam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLA (claritromicina), CLI (clindamicina), CRO
(ceftriaxona), IMP (imipenem), OXA (oxacilina) e VAN (vancomicina).



Tabela 11 — Porcentagem e freqiiéncia da suscetibilidade dos isolados de
Staphylococcus spp. de hospital a cada agente antimicrobiano

Antimicrobiano Perfil
NuUmero de
microrganismo’ Resistente | Intermediario | Sensivel Total
Porcentagem (%)?
. 29! 3 16
Amicacina 60,42 6.3 333 48
. 42 1 5
Ceftazidima 875 o 1 10.4 48
) 22 21 5
Ceftriaxona 458 438 10.4 48
. ) 21 20 7
Ciprofloxacina 438 417 14.6 48
) . 33 5 10
Claritromicina 68.8 10,4 20.8 48
. . 37 6 5
Clindamicina 77.1 12,5 10.4 48
. 2 2 44
Imipinem 42 42 916 48
- 36 2 10
Oxacilina 75.0 42 20.8 48
- 20 13 15
Sultamicilina 417 27 1 313 48
Vancomicina - - 211 1°
Total 2428 73 118 433°
55,9* 16,9 27,2 100,00

" Numero de microrganismo resistente, ou intermediario ou sensivel.

2 Porcentagem de microrganismo resistente, ou intermediario ou sensivel em
relacdo a 48 isolados.

% Somatdrio de isolados resistentes, ou intermediarios, ou sensiveis em relagdo a
480 testes.

* Porcentagem de isolados resistentes, ou intermediarios, ou sensiveis em 480
testes.

> O perfil de resisténcia dos 47 isolados & vancomicina que apresentaram halo
inferior a 15 mm devera ser estabelecido pelo teste de dose inibitéria minima (CLSI,
2007).

® Total de testes com resultados do perfil de sensibilidade dos isolados.
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Figura 22 — Perfil de sensibilidade do isolado de cédigo 125 (S. aureus) aos
antimicrobianos: (a) imipenem, (b) ceftazidima, (c) vancomicina,
(d) amicacina, (e) clindamicina, (f) oxacilina, (g) ceftriaxona, (h)
claritromicina, (i) sultamicilina e (j) ciprofloxacina.

Observou-se baixa porcentagem de isolados resistentes (Tabela 11)
ao carbapenémico imipenem; as estirpes resistentes foram da espécie S.
epidermidis (Tabela 10c). Segundo Reese et al. (2002), S. aureus MRSA e
espécies coagulase negativa deste género sao resistentes a esse antibibtico.
Tal comportamento pode ocorrer por causa da sintese de um tipo especifico
de enzima que hidrolisa esses antimicrobianos, conhecidos como metalo-
beta-lactamases, ou, entdo, pela modificacdo nas porinas da parede celular
bacteriana que reduzem a permeabilidade para a entrada da droga no
interior da bactéria. Em algumas espécies, os dois mecanismos podem estar
presentes. A codificacdo do DNA para a producdo de enzimas pode ser
passada de bactéria para bactéria via plasmidios ou ocorrer pela mutacao de
uma beta B-lactamase preexistente. As modificagcbes nas porinas, por sua
vez, ocorrem por mutagao (CDC, 1999).

Ao contrario do que aconteceu com o antibiético imipenem, observou-
se baixa porcentagem (2,1%) de isolados sensiveis ao glicopeptidico
vancomicina (Tabela 11). A resisténcia a esse antimicrobiano é preocupante,
uma vez que este é um dos poucos antibidticos eficazes no tratamento de
infecgdes clinicas causadas por patégenos multirresistentes (NICAS et al.,
1989). Este agente inibe a sintese da parede celular bacteriana, ligando-se a
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porcdo D-Ala-D-Ala de um pentapeptideo, e interfe na transpeptizacao.
Assim, a resisténcia dos isolados a vancomicina pode ser explicada pelo
mecanismo conhecido como “reprogramacao e modificagdo da estrutura-
alvo”. Nesse mecanismo, alvos macromoleculares do antibiético, como
ribossomos, proteinas e constituintes da parede celular, sdo estruturalmente
modificados a partir de genes que os expressam, afetando o reconhecimento
do farmaco pelo alvo e diminuindo sua poténcia. Mais especificamente,
bactérias vancomicina resistentes passam a sintetizar o pentapeptideo com
a terminagdo D-Ala-D-Lac, que ndo € reconhecido pelo antibiético
(SILVEIRA et al., 2006). Os resultados encontrados n&o corroboram com 0s
observados por Bernardes et al. (2004). Esses pesquisadores analisaram a
suscetibilidade antimicrobiana a vancomicina de isolados coagulase positiva
de Staphylococcus de pacientes em trés hospitais de Sao José dos Campos,
SP, verificando que todas as estirpes foram sensiveis.

A baixa sensibilidade entre os 48 isolados também foi observada nos
antibioticos pertencentes a classe das cefalosporinas (cefens), ceftazidima
(10,4%) e ceftriaxona (10,4%). A resisténcia desses isolados pode ser
explicada por trés mecanismos mais comuns: (i) producado de enzimas que
inativam a droga, a exemplo da beta-lactamases; (ii) alteracdo dos sitios-
alvo da droga; ou, ainda, (iii) alteracbes da membrana externa, o que limita a
capacidade da droga em alcancar o seu alvo (REESE et al., 2002).

O perfil de sensibilidade a sultamicilina, ou seja, a associagao entre a
ampicilina e o subactam, mostrou-se variavel, apesar de haver maior
prevaléncia de isolados resistentes (41,7%). Essa distribuicdo do perfil de
sensibilidade pode ser atribuida ao fato de que esse antibiético € uma
associacao de dois compostos: um betalactamico, a ampicilina, € um inibidor
de beta-lactamases, o sulbactam. A destruicdo do nucleo B-lactdmico das
penicilinas e das cefalosporinas pelas B-lactamases de proveniéncia
bacteriana constitui o mecanismo clinicamente mais importante da
resisténcia bacteriana a esse antibidtico, constituindo um dos mais sérios
problemas da pratica clinica. As B-lactamases podem ser produzidas por
bactérias Gram-positivas e por bactérias Gram-negativas. Estas hidrolisam a
ligacdo amida do anel B-lactamico, o que resulta na producdo de derivados
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acidos que nao possuem propriedades antibacterianas (MOOSDEEN et al.,
1986).

Observou-se elevada porcentagem de microrganismos resistentes ao
aminoglicosideo amicacina (60,4%), ao macrolideo claritromicina (68,8%), a
lincosamida clindamicina (77,1%) e ao betalactamico oxacilina (56,2%). A
resisténcia dos microrganismos a oxacilina pode ser explicada pela sintese
de penicilinase. Tal resultado corrobora os resultados constatados por Farias
et al. (1997), que avaliaram o padrao de sensibilidade in vitro de amostras
clinicas de Staphylococcus aureus sensiveis (OSSA) e resistentes a
oxacilina (ORSA) e a outros antimicrobianos que podem ser utilizados no
tratamento de infeccdes estafilocdcicas.

A avaliagdo do perfil de sensibilidade de amostras clinicas possui
grande importancia, pois estes dados sao uteis na orientacdo do uso de
antibioticos e na avaliacdo de novos antimicrobianos. A maneira como 0s
antimicrobianos ¢é utilizada em determinada regido geogréafica possui
influéncia no perfil de sensibilidade de amostras clinicas (FARIAS et al.,
1997).

4.4. Caracterizacao fisica, fisico-quimica e microscépica das
superficies de sondas nasoentéricas

4.4.1. Determinacao da tensao de ruptura e estiramento dos polimeros

Apenas o0s corpos-de-prova da sonda de silicone romperam-se
durante os testes de tensdo de ruptura e estiramento dos polimeros. A
deformacdo relativa na carga maxima nao alterou com o aumento da
temperatura de 25 °C para 36 °C em nenhuma das duas superficies
(p>0,05). Entretanto, a carga maxima somente para a sonda de
poliuretano foi diferente nas duas temperaturas de teste (p<0,05) (Tabela
12).
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Tabela 12 — Carga maxima (N) e deformacéo relativa na carga maxima (%)
de sondas nasoentéricas de poliuretano e silicone, em
diferentes temperaturas

Material’ Temperatura (°C) Medias
Deformacao (%)
Poliuretano 36 231,58 a
Poliuretano 25 212,31 a
Silicone 25 59,73 a
Silicone 36 55,82 a
Carga maxima (N)’
Poliuretano 25 172,61 a
Poliuretano 36 76,61 b
Carga maxima de ruptura (N)
Silicone 25 26,32 a
Silicone 36 25,85 a

' Os corpos-de-prova de poliuretano ndo se romperam, por isso nao foi possivel
analisar estatisticamente a influéncia do material na deformagdo e na carga
maxima. Médias seguidas das mesmas letras néo diferiram a 5% de probabilidade,
pelo teste t-Student.

A diferenca da carga maxima das sondas de poliuretano pode ser
explicada por suas propriedades mecanicas e moleculares. A mobilidade das
cadeias macromoleculares depende, grandemente, da natureza quimica e
do tamanho dos segmentos flexiveis. Estes segmentos, obtidos pela reacéo
de polidis lineares e difuncionais com a quantidade estequiométrica de
diisocianatos, controlam as propriedades de flexibilidade a baixas
temperaturas, bem como o comportamento quimico do poliuretano, como a
resisténcia a solventes, agua, acidos, bases e intempéries. Para a obtencao
de boas propriedades elastoméricas, especialmente resisténcia ao impacto,
o segmento flexivel deve ser amorfo e possuir temperatura de transicao
vitrea suficientemente baixa. Com a aplicacao de forcas mecanicas, podem
ocorrer mudancas na orientagcdo e mobilidade das estruturas dentro dos

dominios dos segmentos rigidos, formados em especial por ligacoes de
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hidrogénio entre os grupos uretdnicos adjacentes, de acordo com a
temperatura. Nesse processo, as ligacées de hidrogénio iniciais sao
rompidas e outras, energeticamente mais favoraveis, sdao formadas. Ocorre,
entdo, mudanca na estrutura desse polimero na direcao da tensao aplicada.
Como consequéncia, a tensdo € mais bem distribuida, e, como resultado, a
resisténcia do material € aumentada. Esse efeito contribui para o aumento
da tensao de ruptura, alongamento, resisténcia ao rasgo e deformacdes
permanentes (VILAR, 2004).

Assim, observou-se que a sonda de poliuretano foi a mais resistente,
nas temperaturas de 25 °C e 36 °C, temperatura essa proxima daquela do
corpo humano. Portanto, € a recomendada, principalmente, em situacoes
que podem levar ao seu rompimento, por exemplo quando pacientes que
fazem uso desse sistema de alimentacao ficam agressivos e tentam arrancar

o dispositivo.

4.4.2. Hidrofobicidade

A hidrofobicidade das superficies € uma das propriedades superficiais
que desempenham papel fundamental no fendmeno de adesao, existindo
varias formas e métodos para avalia-la. O critério primario de avaliacdo
qualitativa da hidrofobicidade permite avaliar o carater hidrofébico ou
hidrofilico de uma superficie, por meio do valor do angulo de contato da
superficie formado com a agua (AZEREDO, 1998).

As sondas nasoentéricas apresentaram diferentes angulos de contato
com a agua (©,) a temperatura ambiente e, portanto, distintas
hidrofobicidades (Tabela 13). A sonda de poliuretano mostrou-se hidrofilica,
enquanto a de silicone, hidrofébica (ADAMSON, 1982).

A diferenca no angulo de contato das sondas pode ser atribuida a
estrutura molecular de cada constituinte. O silicone apresenta uma cadeia
ramificada constituida principalmente por carbono, oxigénio, silicio e
hidrogénio, que conferem a apolaridade do polimero (Figura 23). Contudo, a
estrutura quimica do poliuretano é constituida por anéis benzénicos e por
grupos NHCO. que conferem polaridade e, consequentemente, maior
ligacdo com a agua (Figura 24).
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Tabela 13 — Média dos angulos de contato, utilizando-se agua, formados
com as superficies de sondas nasoentéricas de silicone e de

poliuretano
Angulo de Contato ()’
Material o
w
Poliuretano 50,2 + 0,61
Silicone 74,6 + 1,30

'O angulo de contato foi a média de 25 medidas que foram realizadas na
temperatura ambiente de 25 °C.

R, Ry R,

| | |
H;C — Si — O—-Si— O |, — Si— CH;

| |

R, R, R,

Figura 23 — Estrutura quimica do silicone.
Fonte: <www.silaex.com.br>.
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Figura 24 — Estrutura quimica do poliuretano.
Fonte: <www.textoscientificos.com>.
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Quanto mais hidrofébicas ou menos hidrofilicas forem as superficies
interatuantes, por exemplo a sonda e S. aureus, mais favoravel é a adesao,
pois maior é a facilidade de remocao do filme de agua entre essas duas
superficies (BUSSCHER et al., 1990). Chaves (2004) também confirmou
essa observacdo ao estudar a hidrofobicidade de microrganismos e
superficies de tubulagbes de ago inoxidavel e polivinilcloreto (PVC).
Portanto, nesse caso, a sonda de poliuretano é a mais indicada ao uso pelo
fato de ser mais hidrofilica que a sonda de silicone.

4.4.3. Microscopia de forca atomica

Observando a microtopografia da sonda de silicone, verificou-se que a
rugosidade média encontrada foi de 0,60 nm, o que pode ser considerada
uma superficie mais lisa quando comparada com a sonda de poliuretano
com rugosidade média de 2,87 nm. A altura maxima entre um pico e um vale
(Ri= 53,90 nm) encontrada na sonda também confirmam a maior rugosidade
da sonda de poliuretano. Contudo, esse dado ndo poderia ser analisado
separadamente dos demais, uma vez que pode causar falsa interpretagao
da microtopografia das superficies (Tabela 14).

Tabela 14 — Parametros fisicos das sondas nasoenterais, medidos por
microscopia de forga atémica (MFA)

Parametros Sonda de Silicone Sonda de Poliuretano
Altura maxima entre um
) 5,63 nm 53,90 nm

vale e um pico (Ry)
Rugosidade média (R,) 0,60 nm 2,87 nm
Rugosidade quadratica

) 0,75 nm 3,95 nm
média (Rg)
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Nas Figuras 25 e 26 estdo apresentadas as microtopografias das
superficies das sondas de silicone e poliuretano, observadas pela
microscopia de forgca atébmica (MFA). Por meio dessas microtopografias,
pdde-se comprovar a existéncia de irregularidades na superficie para a
sonda de poliuretano. Verificou-se a presenca de pequena elevacado na
sonda de silicone, o que pode ser inerente ou nao a superficie, a exemplo de
representar uma sujidade. As microtopografias corroboram as caracteristicas
avaliadas (Tabela 15).

70 nm

25 5,0 pm

2,5

Figura 25 — Microtopografia da superficie da sonda de silicone obtida pela
microscopia de forgca atdmica, mostrando fendas. Halo branco
destaca a presenca de um pico que pode ser inerente ou nao a
superficie, por exemplo uma sujidade.
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Figura 26 — Microtopografia da superficie da sonda de poliuretano obtida
pela microscopia de forga atémica, mostrando irregularidades.

4.5. Adesao de Staphylococcus aureus em superficies de silicone e de

poliuretano usadas para construcao de sondas nasoentéricas
4.5.1. Determinacao do numero de células aderidas

Entre os isolados submetidos a identificacdo da espécie, uma estirpe
foi escolhida para realizacao da adesao por teste em uso simulado. O critério
utilizado na escolha baseou-se na espécie mais freqiente entre os isolados
presentes nas sondas e com perfil de multirresisténcia aos antibidticos
utilizados. Portanto, selecionou-se a espécie S. aureus, isolada de sondas
de silicone, codificada como 125.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) no numero de células
aderidas (log UFC.cm™®) do isolado de S. aureus, ap6s trés dias de teste de

simulacdo em uso, para os materiais constituintes das sondas (Tabela 15).
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Tabela 15 — Adesdo de Staphylococcus aureus estirpe 125 em sondas
nasoentéricas de silicone e de poliuretano

Materiais Médias' (log UFC.cm™)
Poliuretano 1,11 a
Silicone 0,99 a

" Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si, pelo teste de
t-Student a 5% de probabilidade.

Analisando a ades&o inicial e o crescimento superficial de S.
epidermidis em polimeros biomédicos, pesquisadores concluiram que a
superficie de crescimento de bactérias que aderem inicialmente &
influenciada pelas propriedades da grande maioria dos biomateriais
(EGINTON et al., 1995). A idéia de que materiais com superficie hidrofilica
possuiriam menor capacidade de atrair as bactérias (JANSE et al., 1988)
nao é a explicacao mais adequada para justificar os resultados observados
neste trabalho.

E importante também considerar que, muitas vezes, a capacidade de
aderéncia verificada in vitro nao reflete o que ocorre no processo de adesao
bacteriana quando a sonda nasoenteral € utilizada por um ser humano. A
aderéncia bacteriana envolve interagbes complexas entre a estirpe
bacteriana e a superficie do biomaterial (SCHIMIDT et al., 1998). Para a
adesdo nao especifica inicial de células bacterianas ter sucesso na
colonizagdo, outros tipos especificos de adesdo sao provavelmente
requeridos. A adesdo de S. epidermidis as superficies de cateteres é
facilitada por um antigeno produtor de capsula, o qual é rico em galactose, e
mais de um tipo de adesina pode estar envolvido com a aderéncia de S.
epidermidis aos biomateriais (KLOOS, 1998).

4.5.2. Avaliacao da adesao por microscopia eletronica de varredura

Na observacdo das fotomicrografias, constataram-se irregularidades
(Figuras 27 a 30), como protuberancias, fissuras, fendas e orificios, nas
superficies das sondas nasoenterais. A microscopia eletrénica de varredura
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permitiu observar a amostra em duas dimensdes, o que auxiliou a
interpretacédo dos resultados dos processos de adesao bacteriana. Verificou-
se, na sonda de silicone, a presenca de células de S. aureus aderidas
isoladamente, mas préximas aos residuos da dieta, ao contrario do que
ocorreu na sonda de poliuretano, pois as bactérias aderiram de maneira
mais préxima uma das outras. Portanto, observou-se que a administracao
somente de agua apdés a passagem da dieta ndo foi suficiente para a
remocao de residuos e de microrganismos se presentes na dieta, o que
favoreceu a adesao de S. aureus apos trés dias de teste (Figuras 24 e 25).

Zur et al. (2004) também observaram, por meio de microscopia
eletrénica, que em oito tubos endotraqueais retirados de neonatos, na parte
interna, havia a presenca de Staphylococcus e de outras bactérias aderidas
e a formacao de biofilme. Em todos os dispositivos, na parte externa havia
biofilme formado.
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Figura 28 — Fotomicrografias da superficie da sonda de poliuretano sem
adesdo de S. aureus obtidas pela técnica de microscopia
eletrébnica de varredura. Destaca-se a presenca de fendas

preenchidas por residuos da dieta, locais propicios para a
formacao de biofilme bacteriano.
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Figura 28 — Fotomicrografias da superficie da sonda de silicone sem adesao
de S.aureus obtidas por microscopia eletrdnica de varredura. Ao

contrario da sonda de poliuretano, aquela se destaca por ser
mais plana.
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Figura 29 — Células de S. aureus aderidas a sondas de poliuretano apés trés
dias de teste em uso simulado. Os circulos brancos representam
algumas células microbianas aderidas.
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Figura 30 — Células de S. aureus aderidas a superficie da sonda de silicone
apos trés dias de teste em uso simulado. Os circulos brancos
representam algumas células microbianas aderidas.
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5. CONCLUSOES

As contagens de Staphylococcus sp. apresentaram diferenca (p<0,05)
entre o ar do CTI (2,15 + 0,36 log UFC.m®) e a sala de preparo da dieta
(1,64 + 0,17 log UFC.m®). H4 necessidade de um programa bem-
estabelecido para o controle da qualidade microbiol6gica nesses ambientes,
pois foram isoladas espécies patogénicas, como Staphylococcus aureus.

As condicoes higiénico-sanitarias das superficies para preparo da
dieta do sistema aberto (< 1,0x10° UFC.cm?) e das maos do manipulador
da sonda (1,0x10° UFC/m&o) foram satisfatérias, indicando que o
procedimento de higienizacao estdo adequados.

Duas amostras (12,5%) da dieta de sistema aberto em 16 analisadas
apresentaram contaminagdo com Staphylococcus sp. Nenhuma amostra de
dieta fechada de oito avaliadas apresentou contaminacdo com
microrganismo. Sugere-se que o sistema fechado de administracdo de dieta
seja o escolhido, em caso de necessidade.

Os logaritmos das médias das contagens de Staphylococcus sp. nas
sondas retiradas dos pacientes apds o uso variou entre 6,875 log UFC.cm™
e 7,380 log UFC.cm™®. S. aureus foi a espécie mais freqliente dentre as
estirpes isoladas (52,44%), estando presente em maior porcentagem em
sondas nasoenterais (28,05%). Os logaritmos das médias das contagens de
Staphylococcus sp. nas mucosas nasais dos pacientes antes do uso das
sondas variou entre 4,095 log UFC.cm? e 8,365 log UFC.cm™. Tanto as
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sondas quanto a fossas nasais de pacientes sdao fontes potenciais de
Staphylococcus sp.

Isolados de Staphylococcus spp. resistentes aos antimicrobianos
testados foram encontrados nos varios ambientes analisados, indicando a
necessidade do controle desses microrganismos no hospital. Quarenta e
quatro isolados entre 48 analisados foram sensiveis ao antibiético imipenem,
correspendendo a 92%. Um isolado (2,1%) foi sensivel a vancomicina. A
baixa sensibilidade entre os 48 isolados também foi observada nos
antibioticos pertencentes a classe das cefalosporinas (cefens), ceftazidima
(10,4%) e ceftriaxona (10,4%).

Em relacdo as propriedades mecanicas dos polimeros usados na
fabricacdo das sondas, constatou-se que corpos-de-prova da sonda de
poliuretano foram mais resistentes, ndo se rompendo durante os testes de
tensdo de ruptura e estiramento, o que ndo ocorreu com o silicone. A
deformagéo nao alterou com o aumento de temperatura de 25 °C para 36 °C
em nenhuma das duas superficies (p>0,05). Entretanto, a carga maxima
somente da sonda de poliuretano foi diferente nas duas temperaturas de
teste (p<0,05).

As sondas nasoentéricas apresentaram diferentes hidrofobicidades,
uma caracteristica fisico-quimica de superficie importante na adesao
bacteriana. A sonda de poliuretano mostrou-se hidrofilica (©, = 50,2 + 0,61),
enquanto a de silicone, hidrofébica (0O, = 74,6 £ 1,3).

A superficie da sonda de silicone apresentou-se menos rugosa que a
de poliuretano, quando observada pela microscopia de forca atémica. A
rugosidade média (R;) da sonda de poliuretano foi de 2,87 nm e a de
silicone, 0,589 nm, conforme avaliagdo realizada pela microscopia de forca
atdbmica. A diferenca maxima entre o ponto mais alto e mais baixo (R;) foi de
5,62 nm na sonda silicone e de 53,9 na de poliuretano.

No teste de simulacdo em uso, ap0s trés dias constatou-se que um
isolado de S. aureus aderiu aos polimeros, no entanto nao houve diferenga
significativa (p>0,05) no numero de células aderidas (log UFC.cm™). As
médias das contagens foram de 1,11 log UFC.cm™® na sonda de poliuretano
e 0,99 log UFC.cm? na de silicone. As fotomicrografias obtidas pelo

microscopio eletrénico de varredura mostraram a ocorréncia de
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irregularidades como protuberancias, fissuras, fendas e orificios nas
superficies das sondas nasoenterais. Mostraram também que o isolado de
S. aureus foi capaz de aderir a ambas as superficies.

A importancia dos diversos fatores envolvidos na aderéncia dos
microrganismos as superficies ainda deve ser melhor e mais claramente
estabelecida. A utilizacdo de modelos que simulem a contaminacao
bacteriana dos polimeros é muito importante para o aperfeicoamento desses
modelos. Novos polimeros devem ser pesquisados e testados na fabricacao
de sondas nasoenterais, com o intuito de reduzir ou impedir a adesao
bacteriana, por meio da modificacdo das caracteristicas fisico-quimicas da

superficie.
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