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RESUMO

Objetivo: Avaliar por cultura e PCR a contaminacao
microbiana de nebulizadores utilizadas em clinicas
particulares e publicas, bem como aparelhos de uso domiciliar
e hospitalares. Materiais e Métodos: Foram coletadas
amostras de mascaras, reservatérios e mangueiras de 50
nebulizadores, com auxilio de zaragatoas alginatadas, que
eram transferidas para agua peptonada e cultivadas apds
pré-enriqguecimento em agua peptonada ou caldo EVA. Apds
a obtencéo de cultura pura fazia-se a identificagdo dos
isolados através de testes fenotipicos. A presenca dos
principais microrganismos oportunistas foi avaliada por PCR
utilizando-se de iniciadores e condi¢des de amplificagéo
especificos.Resultados: Os resultados demonstraram que
ndo existe uma orientagdo adequada sobre como deve a
contaminacdo dos dispositivos dos nebulizadores ser
controlada, sendo que a freqiiéncia de microrganismos
entéricos, estafilococos e pseudomonados foi bastante
elevada, particularmente nas amostras obtidas de aparelhos
descontaminados com etanol ou que apenas recebiam higiene
mecanica. Conclusado: O estudo mostra que os nebulizado-
res, independentemente se ambito hospitalar ou domiciliar,
sao possiveis vias de transmisséo de patdgenos associados
com infecgdes resistentes a antimicrobianos e essas vias
deve ser consideradas com maior énfase na prevencgéo.
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SUMMARY

Objective: Thus, this study evaluated by culture and PCR
microbial contamination of nebulizers used in private and
public clinics, as well as nebulizers for home and hospital
use. Material and Methods: Samples were collected from
masks, shells and cups of 50 nebulizers, using sterile swabs,
which were transferred to peptoned water and submitted to
pre-enrichment in peptone water or EVA broth. After obtaining
pure cultures, the identification of the isolates was performed
by phenotypic tests. The presence of the main opportunistic
microorganisms was also evaluated by PCR using specific
primers and conditions. Results: The results showed that
there is not proper guidance on how the microbial
contamination of the devices of the nebulizers could be
controlled, and the frequency of enteric organisms,
staphylococci and pseudomonads was particularly high in
samples of equipment decontaminated with ethanol or that
only received mechanical hygiene. Conclusion: The study
shown that the nebulizers, despite if their use is at home or
at hospitals, they are possible routes of transmission of
pathogens associated with infections resistant to antibiotics
and theses routes should be considered with greater
emphasis on prevention.
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grande maioria dos pacientes que faz uso
Azrénico de fisioterapia respiratéria é portadora

e doencas respiratdrias degenerativas ou sofre
de doencas associados ao uso do tabaco, ou pelo menos
agravado por esse fator (ROSENFELD et al., 2001;
ZUCKERMAN et al., 2009). Além desse aspecto, muitos
pacientes apresentam idade avancada e, geralmente,
condigdes predisponentes para infec¢des respiratorias
(ROSENFELD et al., 2001), particularmente por
pseudomonados e estafilococos multirresistentes
(ZUCKERMAN etal., 2009).

A fisioterapia respiratoria, nesses pacientes,
objetiva restabelecer as condi¢Ges adequadas de trocas
gasosas e a melhora da qualidade de vida, destacando-
se 0 uso dos nebulizadores, tanto em ambiente domiciliar
quanto ambulatorial. Entretanto, como esses dispositi-
VoS entram em contato com as secre¢des do sistema
respiratorio, além da contaminagdo microbiana de pele
e mucosas, podem se converter em veiculos de infeccéo
cruzada (COBBEN et al., 1996; BLAU et al., 2007;
ROTSTEIN etal., 2008; SONG, 2008).

Poucos estudos abordam a contaminagdo
presente nessas estruturas (COBBEN et al., 1996; BLAU
et al., 2007), particularmente no Brasil, mas esta claro
que a relevancia dessa contaminacdo é subestimada,
tanto pela viruléncia dos microrganismos encontrados,
quanto pela falta de conscientizacdo dos profissionais
de salde a respeito dos mesmos, sendo que alguns
microrganismos encontrados, como Pseudomonas
aeruginosa, o complexo Bukholderia cepacia e
bactérias entéricas, sd0 responsaveis por numerosos
casos de Obitos por infeccGes respiratorias (ROTSTEIN
etal., 2008; DEVRAJANI et al., 2009; ZUCKERMAN et
al., 2009) e sdo reservatorios freqiientes de genes de
resisténcia a antimicrobianos (GONGCALVES et al., 2007;
GAETTI-JARDIM JR. et al., 2008; RAMOS et al., 2009).

Nesse sentido, ndo se pode esquecer que as
infeccOes respiratorias representam parcela significativa
das infeccbes hospitalares (ROTSTEIN et al., 2008;
SONG, 2008) e microrganismos bucais e da mucosa nasal
sdo, freqlientemente, responsaveis por pneumonias.
Além desse aspecto, essa contaminagdo dos aparelhos
utilizados é mais grave nos casos em que aerossodis sao
gerados (DOOLEY et al., 1990). Alguns casos de conta-
minacdo cruzada, com o envolvimento de microrga-
nismos como Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa (COBBEN et al., 1996; SONG et al., 2008) e
bactérias entéricas (SONG, 2008), por vezes provocando
surtos epidémicos que somente foram controlados
quando a esterilizacdo entre pacientes passou a ser
realizada entre pacientes (COBBEN et al., 1996), sdo

relatados e constituem alertas sobre 0 que pode estar
acontecendo no presente meio.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
por cultura e PCR a presenca de microrganismos
oportunistas e superinfectantes em nebulizadores de
clinicas particulares e publicas, além de aparelhos
domiciliares e hospitalares, correlacionando com os
protocolos de controle de infeccdo seguidos pelas
institui¢Bes e individuos envolvidos.

MATERIAL E METODOS

Nebulizadores

Espécimes clinicos foram coletados de 50
nebulizadores. Previamente a coleta dos espécimes,
realizava-se questionario objetivando avaliar as
condi¢des, manutencdo e descontaminacdo a que oS
aparelhos eram submetidos, para tanto o Comité de Etica
em Pesquisa foi enviado & Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP e aprovado sob o nimero 2007-
01559. Para a coleta das amostras, zaragatoas
esterilizadas, umedecidas em &gua peptonada, eram
friccionadas sobre a superficie interna e externa das
mascaras dos aparelhos. O mesmo foi realizado para 0s
reservatorios dos nebulizadores, enquanto as
mangueiras eram banhadas com agua peptonada, por 1
min., e o liquido era transferido para frascos estéreis.
Os espécimes clinicos eram, entdo, transportados em
gelo para o laboratério de Microbiologia e Imunologia
da FOA-UNESP, onde eram submetidos a cultura e
deteccdo dos principais microrganismos por PCR.

Quando se tinha a informagéo de que o nebuliza-
dor havia recebido desinfeccdo, o desinfetante era
neutralizado com auxilio de tiossulfato de sédio (0,5%)
e esse composto substituia a agua peptonada no
transporte ao laboratério, onde inicialmente realizava-
se 0 pre-enriquecimento, como descrito a seguir.

Determinagdo da contaminag¢do microbiana

por cultura

Os espécimes clinicos foram inoculados em agua
peptonada e em caldo azida etil violeta (caldo EVA,
Difco) e incubados a 37°C, por 3 dias. Em seguida, a
partir de crescimento bacteriano observado em agua
peptonada, aliquotas de 0,1 ml foram transferidas para
agar eosina azul de metileno, Salmonella Shigella (dgar
SS), agar MacConkey e &gar Verde Brilhante. A partir de
tubos contendo caldo EVA, 0,1 ml foi transferido para
agar bile esculina. As placas foram incubadas em
aerobiose, a 37°C, por 48 h (GAETTI-JARDIM JR et al.,
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2008). A seguir, obtinha-se a cultura pura dos isolados e
realizava-se a identificacdo dos mesmos, de acordo com
as suas caracteristicas coloniais, morfocelulares
(coloracdo de Gram), crescimento em &gar contendo
cloreto de sddio (10%), producdo de gas a partir da
glicose e testes bioquimicos utilizando os “kits” comer-
ciaisAPI-20E, AP120 Strep e API Staph (bioMérieux SA,
Marcy-I’Etoile, Franca).

Amostras do nebulizadores também eram
cultivadas em placas contendo &gar infuso de cérebro e
coragdo acrescido de extrato de levedura (0,5%) e
sangue desfibrinado de cavalo (5%), em aerobiose, a
37°C, para determinacdo do nimero total de microrga-
nismos heterotr6ficos nas mascaras, mangueiras, e
reservatorios dos nebulizadores.

Determinagdo da presenca dos principais

microrganismos superinfectantes por PCR

O DNA das amostras clinicas foi extraido através
do “kit” QlAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha),
segundo as recomendacdes dos fabricantes. As
concentrages de DNA bacterianos sdo determinadas
em espectrofotdmetro (Beckman, Modelo DU-640), com
leitura da absorbancia (A, ,.)-

A deteccdo de Enterococcus spp., E. faecalis
(FOSCHlI et al., 2005), E. faecium (CHENG et al., 1997),
Pseudomonas sp., P. aeruginosa (SPILKER et al., 2004),
Staphylococcus spp. (MARTINEAU et al., 2001) e
Enterobacteriaceae (FENOLLAR et al., 2006) foi
realizada através de PCR convencional. Aseqliéncia dos
iniciadores e a temperatura de anelamento sdo
apresentadas na Tabela 1.

Aamplificagdo do DNA foi realizada em volumes
de 25 ml, contendo 2,5 ml de 10 X tampéo PCR, 1,25 ml
de MgCl, (50 mM), 2,0 ml de dNTP (10 mM), 0,25 ml de
Taq DNA polimerase (0,5 U), 1,0 ml de cada iniciador
(0,4 mM), 7 ml de 4gua ultrapura Milli-Q esterilizada e 10
ml de DNA (ng). Aamplificaco era realizada em aparelho
de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400)
programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); de 30 a 36
ciclos de 94°C (1 min.), temperatura de anelamento de
cada iniciador por um tempo que variou de 30s.a2 min.,
72°C (1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a extensdo
final da cadeia de DNA em amplificacéo.

Em todas as reacGes foram utilizadas, como
controle positivo, DNA de cepas de referéncia dos
microrganismos estudados. Os produtos da amplificaco
pelo PCR eram submetidos & eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 mg/
ml) e fotografados sobre transiluminador de luz UV, com
camara Kodak (Eletrophoresis Documentation and
Analyses System 120). Como padréo de peso molecular
foi utilizado o marcador 1Kb DNA ladder (Gibco, SP).

Analise Estatistica

As diferencas na prevaléncia e participagéo dos
microrganismos estudados nas pecas dos nebulizadores
foram analisadas através do Z-teste, com nivel de
significancia de 5%. O teste de Qui-Quadrado foi
empregado, juntamente com o teste de Mann-Whitney
e teste exato de Fisher para avaliar a significAncia de
possiveis associagOes dicotdmicas entre a presenga dos
microrganismos alvo e as condic¢des de biosseguranca
do equipamento. A analise foi realizada no Centro de
Matematica, Computacéo e Cogni¢do da UFABC.

Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de PCR convencional.

Iniciadores Temperatura de
especificos Oligonucleotideos anelamento
Universal 5-CCG AAAACG TTGATT CAAG-3'5-CGT GTTACC CGGATG GTA -3’ 58°C
Enterobacteriaceae 5-AAC CAG TTC CGC GTT GGC CTG G-3'5'-CCT GAA CAA CAC GCT CGG A-3° 50°C
Enterococcus sp. 5’- TAC TGA CAAACC ATT CAT GAT G-3'5'-AAC TTC GTCACC AAC GCG AAC -3 55°C
E. faecalis 5'- ATCAAGTACAGTTAGTCT-3'5- ACGATTCAAAGCTAACTG-3’ 47°C
E. faecium 5°-TTG AGG CAGACCAGATTG ACG-3'5"-TAT GAC AGC GAC TCC GAT TCC-3’ 50°C
Staphylococcus sp. 5-GGC CGT GTT GAA CGT GGT CAAATCA-3'5-TIACCATTT CAG TAC CTT CTG GTAA- 50°C
Pseudomonas sp. 5- GAC GGG TGA GTAATG CCT A-3'5"- CACTGG TGT TCC TTC CTATA-3" 54°C

P. aeruginosa

5-GGG GGATCT TCG GAC CTCA-3'5"-TCC TTAGAG TGC CCACCC G-3° 58°C
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RESULTADOS

A maioria dos nebulizadores estudados era de
uso hospitalar (54%), seguida pelos de uso doméstico
(30%) e de clinicas particulares (10%) ou publicas (6%).
Quanto aos protocolos de desinfeccdo ou esterilizacao,
verificou-se que apenas 8% dos aparelhos (mascaras,
reservatorios e mangueiras), todos oriundos de
ambiente hospitalar, eram esterilizados entre o uso de
um para outro paciente. A maioria dos aparelhos de uso
domiciliar somente recebeu limpeza semanal ou mensal
com agua e sabdo, enquanto os de uso hospitalar e de
clinicas publicas e privadas eram higienizados com gua
e sabdo e descontaminados com alcool (etanol 70% v/
v) por friccdo, embora o tempo de friccdo ndo tenha
sido uniforme, variando de 30 s. a 1 minuto. Trés apa-
relhos eram descontaminados com hipoclorito de sédio
a 1% e outros dois com hipoclorito de s6dio a 2,5%. Os
dados completos estdo apresentados na Tabela 2.

A figura 1 traz os dados obtidos com cultura,
enquanto a figura 2 apresenta os dados obtidos com o
PCR. Os resultados mostram que as estruturas mais
freqUentemente contaminadas dos nebulizadores séo
as mascaras, as quais apresentam Staphylococcus sp.,
enterococos e P. aeruginosa com freqiiéncia. Pode-se
verificar que a probabilidade de uma méscara se mostrar
contaminada por algum dos microrganismos alvo é,
geralmente, duas vezes maior do que observada para as
demais partes do nebulizador.

Os enterococos, estafilococos e pseudomo-
nados foram mais relevantes nos nebulizadores do que
0s bastonetes Gram-negativos da familia Entero-
bacteriaceae, particularmente porque, entre esses

microrganismos, a contaminacao recaiu sobre espécies
sabidamente patogénicas como E. faecalis, E. faecium,
S. aureus, P. aeruginosa, enquanto na familia
Enterobacteriaceae muitas espécies foram identificadas
e a maioria das mesmas ndo é notadamente patogénica,
embora seja oportunista.

Com relagdo & influéncia de protocolos de
descontaminag&o sobre a ocorréncia de microrganismos
alvo, verificou-se que a presenca de pseudomonados
(teste de Mann-Whitney, p=0,028) e enterococos (teste
de Mann-Whitney, p = 0,021) foi mais elevada em
aparelhos submetidos a desinfeccdo com etanol,
enquanto os bastonetes Gram-negativos da familia
Enterobacteriaceae foram mais freqlientes em aparelhos
que ndo receberam nenhum tipo de descontaminagédo
ou apenas foram higienizados com &gua e sab&do ou
similares (teste de Mann-Whitney, p=0,037). N&o foram
observadas diferencas significativas entre os niveis de
contaminagdo médios entre os nebulizadores de clinicas
publicas ou privadas, bem como hospitalares, mas esses
foram significativamente menores do que o observado
nos nebulizadores domiciliares. Por outro lado, a
ocorréncia dos patdgenos superinfectantes avaliada
aqui, ndo mostrou diferencas significativas de
prevaléncia, com excecdo da maior ocorréncia de
Enterobacteriaceae nos nebulizadores que ndo
recebiam desinfeccéo.

A deteccdo de microrganismos alvo por PCR
evidenciou uma sensibilidade superior a observada na
cultura, entretanto, essa diferenca néo foi significativa
para a maioria dos microrganismos. Os resultados
obtidos por cultura foram confirmados com o método
molecular (Figura 2).

Tabela 2. Métodos utilizados na descontaminagéo dos nebulizadores e contaminagéo heterotrofica das amostras.

Origem do Nebulizador

Domiciliar Clin. Particular*  Clin. Publica? Hospital
Método de descontaminagao (N=15) (N=5) (N=3) (N=27)
So sabdo e agua 10 (66,7)* 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Esterilizacao** 0 (0,0) 4 (80,0) 0 (0,0) 4 (14,8)
Etanol 70% v/v** 3 (20,0) 1 (20,0) 3 (100,0) 19 (70,4)
NaOCI 1% ** 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (7,4
NaOCI 2,5% ** 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (7,4
Nenhum 2 (13,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Contaminagcdo média(UFC/amostra) 8,7x 10* 4,68 x 108 5,1 x 103 9,1 x 10?

1 Clinicas particulares ou privadas
* N(%)

2Clinicas publicas

** Métodos associados a realizagcéo de limpeza mecanica prévia
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____________________________________________________________________________________________________________________________]

Microrganismos cultivados

Figura 1. Ocorréncia de diferentes microrganismos em amostras clinicas obtidas de nebulizadores utilizados
em clinicas publicas, privadas, hospitais e de uso domiciliar. Dados obtidos por cultura.
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Figura 2. Ocorréncia de diferentes microrganismos em amostras obtidas de nebulizadores utilizados em
clinicas de fisioterapia, hospitais e domiciliares. Dados obtidos por PCR.
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DISCUSSAO

A inalagdo de secre¢des contaminadas constitui
sério risco a sadde de pacientes que necessitam do uso
de nebulizadores e € pouco relevante em que parte do
nebulizador a contaminag&o se encontra, visto que, em
funcéo da pressdo do ar e da formagédo de aerossois, a
contaminacgdo do reservatorio, mangueira e da mascara
interagem e sdo continuamente permutadas. Recente-
mente muita atengdo tem sido dada a presenca de
patégenos oportunistas em nebulizadores de uso
domiciliar e ambulatorial, sendo que a possibilidade
desses aparelhos de se converterem em veiculos de
infec¢do cruzada foi levantada para usuarios crénicos
(ROSENFELD et al., 2001; BLAU et al., 2007;
WOODHOUSE etal., 2008).

Entretanto, fica claro que a preocupagdo maior
se da com os nebulizadores de uso domiciliar, visto que
0 equipamento de uso ambulatorial esta sujeito, ou pelo
menos deveria estar, a um maior controle de conta-
minagdo por se tratar de material critico ou semi-critico,
dependendo das condigdes dos usuarios, sendo causa
frequente de pneumonias adquiridas em hospitais, pela
contaminacdo que carregam (ROSENFELD etal., 2001).

Nas amostras colhidas, embora o equipamento
de uso domiciliar tenha mostrado maior contaminagéo
heterotréfica, a microbiota superinfectante cultivada ou
detectada por PCR mostra que as condi¢des de uso
desses aparelhos também sdo bastante precarias,
mesmo em ambiente hospitalar. Nesse sentido, deve-se
ressaltar o fato de que, em funcdo da grande sensibi-
lidade do PCR, mesmo as amostras esterilizadas
pareciam albergar microrganismos e isso pode ser fruto
de um artefato de técnica ja que o método molecular
simplesmente detecta a presengca do DNA do micro-
organismo alvo, ndo podendo discriminar entre um
microrganismo que perdeu a viabilidade celular, mas cujo
DNA ainda esta em condicgdes de ser amplificado, de um
microrganismo viavel e que pode se multiplicar em um
paciente imunodeprimido ou com grande predisposicao
as doencas respiratérias, como os portadores de fibrose
cistica.

Nesse sentido, ndo se pode eliminar a possi-
bilidade de que essas amostras esterilizadas tenham sido
contaminadas no manuseio do material (O'MALLEY et
al., 2007), previamente & coleta dos espécimes, visto
que o ambiente hospitalar e de clinicas publicas e
particulares é bastante contaminado e os préprios
funcionarios e pacientes podem se converter em
portadores assintomaticos desses microrganismos
(ZUCKERMAN et al., 2009), de forma que a melhora

das condic¢des de higiene e esterilizacdo dos materiais
apds o uso constituem a melhor estratégia para minimizar
atransmissao desses patégenos (COBBEN et al., 1996;
DEVRAJANI etal., 2009).

Os dados do presente estudo sugerem que,
embora a higiene mecénica seja capaz de reduzir
significativamente a contaminag¢do microbiana, como
também observado por COHEN et al., (2006), apenas
essa limpeza mecanica é insuficiente para reduzir
significativamente a presenca de patégenos oportu-
nistas. Assim, patégenos pouco exigentes, como 0s
membros da familia Enterobacteriaceae (DEVRAJANI
et al., 2009), mas principalmente S. aureus e P.
aeruginosa (COHEN et al., 2006), podem se manter
viaveis degradando apenas residuos presentes na
mascara e outras pecas do aparelho, sendo que a origem
desses microrganismos pode ser variada, desde agua
(WOODHOUSE et al., 2008), pele (KOHLER, 2007; BEN
ZAKOUR et al., 2008), até a prépria cavidade bucal,
onde proteses totais (DANILUK et al., 2006) e parciais
albergam grande quantidade desses patégenos,
principalmente no biofilme dental (GONCALVES et al.,
2007; GAETTI-JARDIM et al., 2008).

Os resultados do presente estudo deixam
evidente que os cuidados adotados no controle dos
nebulizadores ndo sdo adequados, tampouco
condizentes com 0s sérios riscos a sadde representados
pelos microrganismos isolados ou detectados, 0s quais
estdo entre as principais causas de Obitos entre
pacientes internados em unidades de terapia intensiva,
entre outros, sendo que a possibilidade do uso de
antimicrobianos nessas enfermidades infecciosas é
bastante restrita (MACHADO et al., 2008, SIEGEL, 2008).

Avaliar presenca desses microrganismos é
importante porque 0s mesmos estdo entre 0s principais
patégenos hospitalares, com notavel resisténcia a
maioria das drogas antimicrobianas (MACHADO et al.,
2008; SIEGEL, 2008; BEN ZAKOUR et al., 2008). Até
algumas espécies consideradas menos virulentas, como
S. epidermidis e S. saprophyticus, sdo patégenos
oportunistas de dificil erradicacdo do ambiente
hospitalar e causa comum de 6bitos em pacientes
debilitados (ZIEBUHR et al., 1999, DEVRAJANI et al.,
2009).

A ocorréncia de infeccBes respiratdrias adqui-
ridas nos hospitais ou em outros ambientes clinicos é
considerada um importante problema no Brasil e em
outras partes do mundo, devido as condig¢des clinicas
de seus pacientes, destacando-se 0 género
Staphylococcus como agente de infeccdes respiratorias
oportunistas (EGGIMANN, PITTET, 2000), além de
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membros da familia Enterobacteriaceae (DANILUK et
al., 2006). Outros cocos, como 0s membros do género
Enterococcus, sdo causa de infecgdes urindrias e intra-
abdominais, endocardite e septicemia, comportando-se,
muitas vezes, como um agente oportunista em infeccdes
hospitalares (KOHLER, 2007). Os enterococos podem
ser causa de pelo menos 10% das infecgdes hospitalares
e em algumas casuisticas se situam em terceiro lugar
como causa destas infec¢des, ap0s E. coli e S. aureus.
As principais espécies causadoras de infec¢do no
homem sdo E. faecalis e E. faecium, que apresentam
resisténcia natural a diversos antimicrobianos (RICE et
al., 2004; MACAULEY etal., 2007).

A microbiota apresentada nas figuras 1 e 2 se
mostra mais complexa do que a observada por BLAU et
al., (2007); COHEN et al., (2006); DEVRAJANI et al.,
(2009), sendo que, ao contrario de BLAU et al., (2007),
no presente estudo, a mascara facial se apresentou como
a area mais contaminada. A ocorréncia de P. aeruginosa,
por outro lado, foi bastante similar a reportada por
COHEN et al., (2006) e se mostrou particularmente
elevada. Dessa forma, a participacdo dos principais
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