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ABSTRACT

Water is the main source of transmission of micro-organisms in health centers, which can cause infections that are
a serious issue for public health. The goal of this study was to evaluate the microbiological quality of water used in
a hospital of the microregion of Ouro Preto, Minas Gerais, Brazil. Twelve water samples were collected at different
points for the detection of total and fecal coliforms, as well as other micro-organisms; in addition, antimicrobial sus-
ceptibility tests were also performed. The bacterial species Pseudomonas aeruginosa was detected in the sample from
the rinse water of clean clothes collected in the laundry’s clean area and it was identified by Gram stain and automated
analysis using VITEK® equipment. The strain of P. aeruginosa showed sensitivity to the antibiotics commonly used
to treat infections induced by this bacterium, such as cephalosporins, fluoroquinolones, carbapenems and polymyxins.
However, the results indicate the need for a greater attention to the process of cleaning of hospital clothing, a fact that
is still neglected in Brazil.
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RESUMO

A agua representa o principal meio de transmissdo de micro-organismos em centros de satde, os quais podem causar
infeccdes que sao um grave problema de saude publica. O objetivo desse estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica
da 4gua utilizada em um hospital da microrregido de Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. Foram coletadas doze amos-
tras de 4gua em pontos distintos para testes de deteccéo de coliformes totais e termotolerantes, assim como de outros
microrganismos; além disso, testes de sensibilidade a antimicrobianos também foram realizados. A espécie bacteriana
Pseudomonas aeruginosa foi detectada na amostra correspondente a agua de enxague de roupas limpas coletada na
area limpa da lavanderia e foi identificada por coloragdo de Gram e analise automatizada utilizando o equipamento
VITEK® O isolado de P. aeruginosa mostrou-se sensivel aos antibidticos usualmente utilizados no tratamento de
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infec¢des induzidas por esta bactéria, tais como cefalosporinas, fluorquinolonas, polimixinas ¢ carbapenémicos. Con-
tudo, os resultados indicam a necessidade de maior ateng@o ao processo de higienizagdo de roupas hospitalares, fato

ainda negligenciado no Brasil.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, infeccdo hospitalar; Servigo Hospitalar de Lavanderia; microbio-

logia da agua

INTRODUCAO

A ocorréncia de infecgdes hospitalares representa
uma das maiores ameacgas aos pacientes hospitalizados,
sendo necessarias medidas para seu controle e preven-
¢ao (1). Os principais agentes etiologicos causadores de
infec¢des hospitalares no Brasil sdo Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Aci-
netobacter spp., Enterobacter spp. e Klebsiella pneu-
moniae (2).

Dentre as principais causas que favorecem a in-
cidéncia de infec¢des hospitalares, destacam-se: a sus-
cetibilidade do paciente, métodos de diagnostico e pro-
cedimentos terapéuticos utilizados. Também contribuem
para o aumento da incidéncia, o meio ambiente hospita-
lar (incluindo o ar, a agua e a superficie de alvenarias ¢
moveis), devido a representarem focos de crescimento
de microrganismos. Dessa forma, o padrao de assepsia e
de higiene adotado pelo hospital, também constitui um
risco ao desenvolvimento de infec¢des (1).

No ambito do controle de infecgdes em centros
de saude, a agua, por estar intimamente associada a
outros fatores de risco, representa o principal fator de
transmissdo de microrganismos. No Brasil, a qualidade
da agua de abastecimento publico é padronizada pela
Agéncia Nacional de Satide do Ministério de Saude (3),
de acordo com o indice de coliformes, considerados
como indicadores de contaminagao fecal.

Na avaliacdo da qualidade de agua de centros de
saude, além de coliformes, é importante a pesquisa
de bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores. Essas
bactérias ja foram isoladas de amostras de agua e po-
dem causar graves infecgdes hospitalares (4). Segundo
Freitas et al. (2008), a espécie P. aeruginosa tem sido
considerada uma das mais importantes dessa classe em
fun¢do da sua resisténcia intrinseca a desinfetantes e aos
antibidticos atualmente disponiveis (5).

No presente estudo foi avaliada a qualidade micro-
biologica da agua utilizada em um hospital da micror-
regido de Ouro Preto, Minas Gerais, em relagdo a pre-
senca de coliformes e de outros micro-organismos.
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MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas doze amostras de agua (200 mL)
em pontos distintos de um hospital da microrregido de
Ouro Preto, MG, no periodo de maio a junho de 2012.
Os pontos de coleta foram previamente selecionados
com o objetivo de ser obtida uma amostra representativa
do local como um todo (Tabela 1).

Amostras de cada local foram coletadas em frascos
de 250 mL previamente esterilizados, e processadas em
menos de 24h, seguindo metodologia recomendada pela
American Public Health Association (6). As amostras
coletas foram submetidas a pesquisa de coliformes fe-
cais e ao teste para bastonetes Gram-negativos nao fer-
mentadores, como P. aeruginosa.

Tabela 1: Locais de coleta de amostras de agua de um hospital
da microrregido de Ouro Preto, Minas Gerais, para testes de
coliformes totais e termotolerantes.

Amostra Locais de coleta de agua

1 Refeitorio

2 Reservatorio de agua 1

3 Reservatorio de agua 2

4 Refeitorio

5 Area de expurgo da lavanderia

6 Quarto de paciente I

7 Quarto de paciente II

8 Quarto de paciente IIT

9 Quarto de paciente IV

10 Quarto de paciente V

11 Torneira da area limpa da lavanderia
12 Agua de enxague final de roupa lavada

A pesquisa de coliformes totais ¢ termotolerantes
foi realizada utilizando o método de fermentacdo em
tubos multiplos, estabelecido pelo Standard Methods

for the Examination of Water and Wastewater, adotado

como referéncia no Brasil através da Portaria 2.914 de
12/12/2011, do Ministério da Saude (7).



No teste de fermentagdo em tubos multiplos, 1 mL
de cada amostra foram distribuidos em tubos de ensaio
contendo caldo lactosado (Himedia®) e tubos Durham
invertidos. Os tubos foram incubados em estufa bacteri-
ologica (Fanem® modelo 002 CB) a 37 °C por 24 horas,
e foi considerado resultado positivo a producao de gas.

Para a detecgdo da presenca de bastonetes Gram-
negativos ndo fermentadores, foram utilizados tubos
contendo caldo Miieller Hinton (Himedia®). Os tubos
que apresentaram turvacao indicativa de crescimento
microbiano foram selecionados para testes de identifi-
cacdo do(s) microrganismo(s) presente(s). Para tal, ali-
quotas de 10,0 uL de cada tubo foram inoculadas em
placas de Petri contento Agar nutriente (Himedia®) e in-
cubadas a 37 °C, durante 24 horas, em estufa de cultivo
bacteriolégico (Fanem® modelo 002 CB). Ao término do
tempo de incubagdo, foram analisadas as caracteristicas
das colonias. A identificagdo bacteriana foi realizada
utilizando os testes iniciais: bacterioscopia de esfregaco
corado pelo método de Gram, presenca de citocromo-
oxidase, crescimento em Agar Cetrimide e cultivo em
caldo asparagina e em caldo acetamida (8).

Além destes testes iniciais, também foram realiza-
dos testes de analise automatizada com o equipamento
VITEK® 2 Compact (BioMérieux, Inc.).

Os testes de identificagio VITEK® 2 foram de-
senvolvidos de acordo com instrugdes do fabricante. A
bactéria isolada de amostra de dgua do hospital da mi-
crorregiao de Ouro Preto, MG, foi cultivada em agar
MacConkey por 24 h a 37°C. Apos o periodo de incuba-
¢do, foi preparada uma suspensdo em salina de acordo
com o tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 10 UFC/mL). A
analise foi realizada utilizando cartdo GN Vitek® (cartdo
ID-GNB), especifico para a identificacdo de bacilos
Gram-negativos. Nesta andlise seriada estdo disponibi-
lizados substratos liofilizados referentes a 41 provas
bioquimicas (18 testes para aminopeptidades e oxidas-
es, 18 testes de fermentagdo, 2 testes para descarboxi-
lase e 2 testes mistos), incluindo: a- ¢ B-galactosidase,
[-N-acetil-glucosaminidase, v-glutamil-transferase,
B-xilosidase, adonitol, L-arabitol, D-celobiose, D-sor-
bitol, D-maltose, D-manitol, urease ¢ uso de malonato,
fosfatase. Os resultados foram interpretados utilizando
base de dados de identificacdo de bacilos Gram-negati-
vos ID-GNB (9).

A sensibilidade dos microrganismos frente a anti-
bidticos foi avaliada por meio do método de difusdo em
disco (10). Neste teste, uma suspensao bacteriana de tur-
bidez equivalente a uma solu¢@o padrdo de McFarland
0,5 foi inoculada, utilizando swab, sobre toda a super-
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ficie de placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton
(Prodimol®). Em cada placa foram superpostos discos
DME® (Diagndsticos Microbiologicos Especializados)
contendo os seguintes antibioticos: ampicilina/sulbac-
tam (20pg), piperacilina/tazobactam (110pg), aztreo-
nam (30ug), ceftazidima (30pg), cefepime (30pg), imi-
penem (10pg), polimixina (300ug), amicacina (30pg),
ciprofloxacina (05ng), trimetoprim (05pg), tetraciclina
(30pg), amoxicilina (10ug), penicilina (10ug), genta-
micina (10ug) e cefalotina (30ug).

O controle da qualidade do método foi realiza-
do com a cepa padrio de P aeruginosa adquirida da
colegdo da American Type Culture Collection (ATCC
27853). Os halos de inibigdo foram medidos em mm ¢
expressos como média + desvio padrdo. De acordo com
tabela fornecida pelo CLSI (11), o efeito de cada anti-
bidtico sobre a bactéria foi classificado como sensivel,
intermediario ou resistente. Foram calculados a média e
o desvio padrao de cada um utilizando o programa Excel
(Microsoft®).

Todos os experimentos descritos, exceto as coletas,
foram realizados em duplicata.

RESULTADQOS E DISCUSSAO

As amostras dos locais de 1 a 12 (Tabela 1) apre-
sentaram resultado negativo em relagdo a presenga de
coliformes totais e termotolerantes. Por outro lado, o
meio de cultura contendo a amostra coletada no local 12
(4gua de enxague da roupa limpa), apresentou turvagao
sem produc¢do de gés, o que levou a investigagdo da pre-
senca de outras espécies de microrganismos.

Macroscopicamente, as colonias obtidas a partir da
amostra do local 12 apresentaram aspecto verde-azula-
do e odor caracteristico (12). Esfregacos das colonias,
corados pelo método de Gram foram analisados por
microscopia Optica sendo evidenciada a presenca de
bastonetes Gram-negativos. Estes resultados sugeriram
tratar-se da presenca de uma bactéria do género Pseu-
domonas. Os testes realizados por meio do equipamento
Vitek® confirmaram, com 95% de probabilidade, que a
bactéria isolada se tratava da espécie P. aeruginosa.

A partir dos resultados do antibiograma foi possivel
analisar a sensibilidade do isolado frente aos principais
antibidticos utilizados em tratamentos de infec¢des. A
bactéria se mostrou sensivel a maioria dos antimicrobia-
nos testados (Tabela 2). No entanto, foi resistente a cinco
farmacos (ampicilina, trimetoprim, amoxicilina, penici-
lina e cefalotina) e mostrou-se moderadamente sensivel
a tetraciclina.



Apesar do desenvolvimento de Programas Nacionais
de Controle de Infec¢des Hospitalares (13), ainda tem sido
pouco valorizada a importancia da avaliagdo da qualidade
microbiologica da 4gua em centros de satde. A agua con-
stitui o principal veiculo de disseminagao e transmissao de
micro-organismos com potencial de patogenicidade (14).
Por isso, seu controle de qualidade em centros de satide ¢
essencial, pois ¢ utilizada por pacientes e profissionais da
saude para diversos fins, como: bebida; uso em procedi-
mentos de higienizagdo pessoal; limpeza de enfermarias,
salas de cirurgia, unidades de tratamento intensivo; lava-
gem de roupas, preparo de refei¢oes de pacientes submeti-
dos a dietas especiais, e outras finalidades (14).
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Neste estudo, ndo foram encontrados coliformes
totais e termotolerantes nas amostras de agua coleta-
das, o que mostrou que as amostras estavam de acor-
do com as exigéncias de qualidade microbiologica
estabelecidas pela Portaria n. 2.914 do Ministério
da Saude. De acordo com este documento, o padrdo
de qualidade recomendado para as analises microbi-
ologicas de dgua de uso hospitalar ¢ o mesmo adot-
ado para agua potavel. Portanto, existe uma lacuna
em relacdo ao padrdo de qualidade especifico para
centros de satde pois o padrdo de agua potavel ndo
leva em consideragdo a fragilidade dos pacientes
hospitalizados (14).

Tabela 2: Resultado de antibiograma para Pseudomonas aeruginosa encontrada em um hospital da microrregido de Ouro Preto,

Minas Gerais

Antibiodtico
Ampicilina/Sulbactam (20 pg)
Piperacilina/Tazobactam (110 ug)
Aztreonam (30 pg)
Ceftazidima (30 pg )
Cefepime (30 pg)
Imipenem (10 pg )
Polimixina (300 pg )
Amicacina (30 pg )
Ciprofloxacina (05 ug )
Trimetoprim (05 pg)
Tetraciclina (30 pg )
Amoxicilina (10 pg)
Penicilina (10 pg )
Gentamicina (10 ug )
Cefalotina (30 pg)

HI (mm)* Resultado
0
22,5 2 0,7
23,0 + 4,2
22,0+ 2,8
24,0 £2,8
20,5+0,7
13,0+ 1,4
23,0+ 0,0
31,5+0,7
0
12,5+ 0,7
0
0
18,0+ 0,0
0

=

T L W W H DD LWL LKL L LI LK1 LKL L »n

*HI: Halo de inibicdo: resultado expresso como medida do halo médio (mm) + desvio padrdo.

S = Sensivel; I = Intermediario; R = Resistente.

A identificacdo de P. aeruginosa na amostra refer-
ente a agua de enxague das roupas limpas na lavanderia de
um hospital da microrregido de Ouro Preto, Minas Gerais,
aponta para outro aspecto relacionado ao controle de in-
fecgdes hospitalares: a transmissdo de microrganismos
através de roupas, como cobertores, lengois e pijamas.

O risco de transmissdo de doengas por meio de roup-
as em hospitais tem sido negligenciado, apesar de relatos
da presenca de microrganismos em roupas mesmo apos
os processos de lavagem (15,16). Além disso, estudos
relataram roupas hospitalares como sendo fonte de in-
fecgdes hospitalares com coliformes (17), Bacillus cereus
(16), Streptococcus spp. (18) e Enterococcus spp. (19).
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De acordo com Fijan e cols (2007), as espécies bac-
terianas P. aeruginosa, Enterococcus faecium, Staphy-
lococcus aureus e Enterobacter aerogenes sobrevivem
a processos de lavagem de roupas hospitalares, que
utilizam temperatura até 60°C e concluiram que a tem-
peratura ¢ importante para a eficacia dos processos de
lavagem, assim como os agentes desinfetantes utiliza-
dos, a duracdo dos ciclos de lavagem ¢ a acdo mecanica
da maquina (15).-

A presenca de P aeruginosa, detectada no hospi-
tal da microrregidao de Ouro Preto, pode estar associada
ao sabdo utilizado, a superficie dos equipamentos da la-
vanderia ou a ineficiéncia do processo de lavagem das
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roupas. Estudos complementares sdo necessarios para se
concluir sobre a causa da contaminagdo, porém deve ser
destacado que esse trabalho alerta sobre a importancia
da analise e do controle de todos os fatores envolvidos
no processo de lavagem de roupas hospitalares.

A presenga de patogenos nas roupas representa uma
possibilidade de disseminag@o, que pode ocasionar um
ciclo: os tecidos sdo contaminados por pacientes com
infec¢des, 0s micro-organismos nao sao eliminados dev-
ido a ineficiéncia dos processos de lavagem e sdo trans-
mitidos para outros pacientes.

A bacteria P aeruginosa ¢ um bastonete Gram
negativo ubiquo, raramente associado a patologias em
individuos sadios; entretanto, atualmente é considerada
como uma das principais causas de infec¢des oportunis-
ticas, principalmente relacionada a queimaduras, fibrose
cistica, bronquite cronica e infec¢des do trato urinario
(20). Infecgdes sistémicas causadas por P. aeruginosa
apresentam mortalidade de até 70% em pacientes imu-
nocomprometidos devido a doengas graves, idosos e pa-
cientes submetidos a tratamentos com corticosterdides
ou agentes imunossupressivos (21).

Este microrganismo ¢ responsavel pela formacao
de biofilme, caracterizado como sendo um conjunto
de células microbianas envolvidas em uma matriz po-
limérica extracelular, aderidas a superficies bioticas ou
abioticas (22). Quando a formagdo de biofilme ocorre
em cateteres, implantes, lentes de contato e proteses,
causa graves infecgdes. Este fato é considerado como
sendo um importante fator no desenvolvimento e per-
sisténcia de contaminagdes em centros de saude, induto-
ras de doengas infecciosas (23).

Em relacdo ao perfil de sensibilidade da bactéria
identificada, (Tabela 2), o mesmo ¢ explicado pela re-
sisténcia intrinseca que a P. aeruginosa apresenta a cin-
co dos quinze fArmacos testados, sendo os B-lactimicos
(ampicilina, amoxicilina, penicilina e cefalotina) e o
trimetoprim. O mecanismo de resisténcia desta bactéria
aos B-lactdmicos ¢ a producdo de B-lactamase de amplo
espectro ou induziveis do tipo AmpC (cuja indugdo ¢é
provocada por cefalosporinas de 1% a 2% geragdo e ampici-
lina) (24). A resisténcia ao trimetoprim ¢ principalmente
devido ao sistema de efluxo presente na membrana, que
reduz a penetragdo do farmaco na célula bacteriana im-
pedindo a interagdo com seu sitio-alvo (25).

O isolado de P. aeruginosa encontrado neste trabal-
ho também foi sensivel a antimicrobianos (ceftazidima,
cefepima, ciprofloxacina e imipenem) geralmente uti-
lizados no tratamento de infec¢des provocadas por essa
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bactéria. Os antibidticos mais usados para este fim sdo:
cefalosporinas (ceftazidima, cefepima), fluorquinolonas
(ciprofloxacina), polimixinas e carbapenémicos (imipe-
nem, meropenem) (26), sendo estes ultimos, os farmacos
de escolha de acordo com Ferreira e cols (2010) (24).
Esses farmacos estdo incluidos na lista de antibidticos
utilizados nos centros de satide da microrregido de Ouro
Preto, Minas Gerais.

Os resultados obtidos no presente estudo foram
relatados a direcdo do hospital para que outras analises
fossem realizadas a fim de se encontrar subsidios e al-
ternativas para a solu¢do do problema, ou seja, a pre-
senga de P. aeruginosa em roupas ja lavadas. Neste caso,
aconselha-se a reavalia¢do do protocolo utilizado para a
lavagem das roupas, incluindo agentes desinfetantes e
temperatura de lavagem.

Diante da evidéncia da possibilidade de dissemi-
nacdo de microrganismos e as condi¢des de saude fra-
gilizadas de pacientes hospitalizados, sugere-se também
a avaliagdo e o monitoramento do estado geral de hi-
giene da area limpa da lavanderia: superficies de equipa-
mentos e prateleiras de estoque, maos dos funcionarios e
do ar ambiente que constituem fontes de recontaminagao
das roupas limpas apds desinfecgdo dos processos de la-
vagem (27).

CONCLUSAO

Esse estudo possibilitou a analise da qualidade da
agua do centro de satde em questdo com a detecgdo de
P aeruginosa na agua de enxague da roupa limpa. O
resultado aponta para o problema de contaminagdo de
roupas que pode ser fonte de infecgdes hospitalares.
Além disso, esse estudo ¢ importante para incentivar as
instituicdes de satde a estabelerem protocolos de aval-
iagdes periddicas da qualidade microbiologica da agua,
como também dos processos utilizados para higieniza-
¢do de roupas hospitalares ¢ também incentivar institu-
i¢des académicas a realizarem esse tipo de estudo visan-
do auxiliar centros de satide e assim minimizar possiveis
focos de contaminagao.
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