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RESUMO

Objetivo: Analisar a flora bacteriana da conjuntiva e o padrdo de resistén-
cia a antibidticos em criancas recém-nascidas prematuras na Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) do Hospital das Clinicas da Universi-
dade Federal de Pernambuco (UFPE) . Métodos: Foram analisadas amos-
tras de secrecdo conjuntival de 48 recém-nascidos com permanéncia de
pelo menos 48 horas na UTIN. Resultados: Das 48 amostras 40 (83,3%)
apresentaram cultura positiva, com maior frequéncia de Staphyloccocus
coagulase-negativo (43,2%) e Staphyloccocus aureus (25,0%). Foram
consideradas multirresistentes 63,9% das bactérias. Os antibidticos com
maior sensibilidade no antibiograma foram gatifloxacino (97,2%), van-
comicina (94,4%) e ofloxacino (94,4%). Conclusoes: A florabacterianada
conjuntiva de prematuros na UTIN ¢ diversificada, predominando as
bactérias Gram-positivas, geralmente multirresistente a antibiéticos.

Descritores: Tunica conjuntiva/microbiologia; Resisténcia microbiana a medicamentos;
Infeccdo hospitalar; Terapia intensiva neonatal; Prematuro

INTRODUCAO

Criangas internadas em unidade de terapia intensiva (UTI) neonatal apre-
sentam numerosos fatores de risco para o desenvolvimento de conjuntivite
bacteriana. Entre estes fatores, estdo a imaturidade do sistema nasolacrimal,
trauma direto da conjuntiva pela manipulacio de rotina e exposicdo da
conjuntiva a secre¢des respiratérias’¥. A conjuntivite pode ocorrer mais
frequentemente em recém-nascidos prematuros por passarem consideravel
parte do tempo com os olhos fechados ou cobertos, favorecendo a prolifera-
cdo de bactérias. Além disso, os canais lacrimais ndo estdo completamente
pérvios em cerca de 20% dos neonatos a termo, e este nimero pode ser ainda
maior em neonatos prematuros. A dificuldade na drenagem e consequente
acimulo de lagrima, debris epiteliais e bactérias sobre a superficie ocular,
favorecem um meio para crescimento bacteriano!->¥,

Afecgdes oculares em pacientes internados em UTI neonatal, como con-
juntivite bacteriana, ulceras e afec¢des palpebrais, podem evoluir de forma
grave®®. Essas enfermidades podem ser resultados da interferéncia, inibi¢do
e modifica¢do da flora bacteriana de recém-natos internados em UTI?. A
colonizagdo da conjuntiva por microorganismos pode levar ao maior risco de
infeccdo ocular, e, portanto, a investigacdo dos fatores responsdveis por
este risco aumentado é fundamental para o planejamento de estratégias de
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prevengdo destas infecgcdes. A colonizagdo de bactérias na
conjuntiva de recém-nascidos internados na UTI pode ser refle-
xo da bacteremia sistémica, ou um indicio da contaminagdo
primdria de bactérias que podem tomar a corrente sanguinea®.

Frente as condi¢des dos pacientes internados nas UTI
neonatal e sua exposicdo aos inumeros fatores que podem
modificar a flora da conjuntiva nas criangas, possivelmente
uma maior quantidade e diversidade de bactérias colonizam a
conjuntiva destes pacientes, assim como maior viruléncia e
resisténcia aos antimicrobianos por parte desses microrga-
nismos, em relagdo a microflora de neonatos que nao frequen-
tama UTI®,

Em face de ndo existir relato da microbiota da conjuntiva
em recém-nascidos no Brasil, o presente estudo tem como
objetivo estudar a microbiota da conjuntiva e o padrdo de
resisténcia a antibidticos em recém-nascidos prematuros in-
ternados na UTI neonatal do Hospital das Clinicas da Univer-
sidade Federal de Pernambuco (UFPE).

METODOS

Foi realizado estudo prospectivo, observacional, tipo cor-
te transversal, em recém-nascidos prematuros internados na
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) do Hospital
das Clinicas da UFPE. A amostra foi constituida de 48 recém-
nascidos, escolhidos ao acaso, com idade gestacional inferior
a 37 semanas, internados na UTIN por mais de 48 horas, sem
histéria prévia ou atual de doenga ocular, independente do
tipo de parto ou do tempo de ruptura da bolsa amnidtica.
Todos os recém-nascidos foram submetidos ao método de
Credé de rotina.

As informagdes sobre sexo, peso, data de nascimento e
data da alta hospitalar, tipo de parto, uso de antibidticos
sist€émicos e tempo de uso, ictericia, fototerapia, septicemia e
bolsa amnidtica rota foram coletadas dos prontudrios dos
pacientes. A ruptura da bolsa amniética foi considerada como
fator de risco quando superior a 3 horas. A fototerapia foi
considerada como fator de risco quando superior a trés dias.

O conteudo do fundo de saco inferior dos recém-nascidos
foi coletado com “swab”, por dois médicos oftalmologistas,
sem tocar as palpebras ou cilios e colocado em meio de trans-
porte Stuart. O “swab” foi previamente umedecido com soro
fisiol6gico a 0,9%, estéril. O material coletado foi imediatamen-
te levado ao Laboratdrio de Microbiologia do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) para andlise.

A partir do material coletado foram realizadas bacterios-
copias e semeaduras, com isolamento, identificacido de bacté-
rias e confec¢do de antibiogramas. Para cultivo de bactérias
foram usadas duas placas (Agar-sangue e Agar-Levino). As
placas foram incubadas a temperatura de 36°C + 1°C por 24 a
48 h e nos casos de cultura positiva para bactérias aerébicas,
foi realizado antibiograma. Os microorganismos isolados fo-
ram submetidos ao teste de sensibilidade por difusdo em dis-
cos. A leitura foi feita medindo-se o didmetro do halo de
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inibi¢do ao redor do disco, tendo sido testado para 11 antibio-
ticos (ceftriaxona, tobramicina, vancomicina, gatifloxacino,
ciprofloxacino, gentamicina, cloranfenicol, ofloxacino, oxa-
cilina, cefalotina e gentamicina). Foram considerados multir-
resistentes os casos de bactérias com resisténcia a quatro ou
mais tipos de antibidticos e de baixa resisténcia os que eram
resistentes a menos de quatro antibidticos.

As varidveis quantitativas foram expressas por suas mé-
dias e respectivos desvios-padrao. Para comparar as médias
de dois grupos utilizou-se o teste ¢ de Student para amostras
independentes. As varidveis qualitativas foram expressas por
suas frequéncias. As diferencas entre frequéncias foram ana-
lisadas pelo teste exato de Fisher. O teste de Mann-Whitney
foi utilizado para comparar as distribui¢des do tempo de in-
ternamento no momento da coleta com a ocorréncia de cultu-
ras positivas para Staphylococcus coagulase-negativo (SCoN)
e outras bactérias nao-SCoN. p< 0,005 foi usado para rejeicao
da hipotese de nulidade.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Fundacdo Altino Ventura.

RESULTADOS

O tempo de internagdo dos recém-nascidos na UTI variou
de quatro a 69 dias, média de 24,3 + 17,0 dias. Vinte e seis
(54,2%) eram do sexo masculino e 22 (45,8%) do feminino. O
peso ao nascimento variou de 600 a 2.490 g, média de 1.600 +
460 g. A idade gestacional ao nascimento variou de 24 a 37
semanas, média de 33 + 2,5 semanas. Quanto ao tipo de parto,
24 (50,0%) foi cesarea e 24 (50,0%) por via vaginal. A coletade
material para cultura ocorreu do segundo aos 67° dia de
internamento, em média 9 + 11 dias, no periodo de janeiro a
outubro de 2006.

Quarenta e um (85,4%) recém-nascidos estavam em uso de
antibidticos sist€micos no momento da coleta da amostra. Dos
que estavam em uso de antibidticos, 27 (65,9%) fizeram uso de
dois ou mais tipos. Os antibidticos sistémicos mais frequen-
temente usados foram penicilina cristalina e gentamicina em 37
(90,2%) casos. Outros antibidticos sistémicos descritos foram
ampicilina, amicacina, vancomicina, ciprofloxacino e oxacilina.

Os recém-nascidos incluidos no estudo tiveram multiplos
diagnésticos. Os mais frequentes foram: ictericia em 43 (89,6%)
e septicemia em 25 (52,1%). Trinta e quatro (70,8%) casos
receberam fototerapia por mais de trés dias. A ruptura da bolsa
amnidtica por mais de trés horas foi diagnosticada em 13
(27,1%) casos.

A bacterioscopia foi positivaem 45 (93,7%) das 48 amostras
coletadas. Bactérias Gram-positivas foram identificadas em to-
das as 45 laminas positivas. Em duas 1aminas também foram
identificadas bactérias Gram-negativas, revelando padrao mis-
to. Em trés laminas (6,3%) nao houve identificacdo de bactérias.

A cultura da secrecdo conjuntival foi positiva em 40 (83,3%)
recém-nascidos e negativa em oito (16,7%). Foram encontradas
nove espécies diferentes de bactérias. Em 37 (92,5%) das 40
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culturas positivas houve crescimento de apenas uma bactéria
e em trés (7,5%) foram identificadas mais de uma espécie.
Destas, em uma cultura foram identificadas trés espécies de
bactérias (SCoN, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacte-
rium sp.) e nas outras foram identificadas duas espécies de
bactérias (em uma Staphylococcus saprophyticus e Coryne-
bacterium sp., e na outra houve crescimento de duas coldnias
separadas de SCoN, inclusive com antibiogramas distintos),
perfazendo 44 isolados de bactéria. Trinta e quatro isolados
(77,3%) foram de bactérias Gram-positivas, dois (4,5%) de Gram-
negativas, e oito (18,2%) de anaerdbicas. Foi observado o pre-
dominio do SCoN em 19 (43,2%) dos 44 isolados (Tabela 1).

Embora o grupo de recém-nascidos com cultura positiva
tenha permanecido na UTI por mais tempo (média 25,6 + 17,0
dias) do que aqueles que tiveram cultura negativa (média de
21,2 + 18,0 dias), a diferenca nao alcancou significancia esta-
tistica (p=0,44). Nao houve diferenca estatisticamente signifi-
cante entre os grupos com cultura positiva e negativa em re-
lagdo: ao tipo de parto (p=0,65); ao uso de antibidticos sis-
témicos (p=0,25); ao diagndstico de septicemia (p=0,30); a
ocorréncia de ruptura da bolsa amnidtica como fator de risco
(p=0,17); ictericia (p=0,27); e ao tratamento com fototerapia
como fator de risco (p=0,24).

Na ocasido da coleta do material do saco conjuntival, o
grupo de recém-nascidos com culturas positivas para SCoN
(19 amostras, 43,2%) estava internado por tempo significan-
temente maior na UTI (11 + 7 dias), do que o grupo nao-SCoN
(25 amostras, 56,8%), internados com uma média de 9 + 15 dias
(p=0,03).

O antibiograma foi realizado em 36 isolados de bactérias
aerobicas, sendo consideradas multirresistentes 23 (63,9%) e de
baixa resisténcia 13 (36,1%). A resisténcia aos antimicrobianos
ndo teve relacdo estatisticamente significante com: peso ao nas-
cimento (p=0,62); tempo de internac¢io (p=0,82); uso de antibioti-
cos sistémicos (p=0,19); e tratamento com fototerapia (p=0,23).
Apesar de ndo haver significincia estatistica 18 (78,3%) dos
23 isolados de bactérias multirresistentes foram de prematuros
que estavam em uso de antibidticos sist€émicos. Em criangas

Tabela 1. Distribuicdo das frequéncias das bactérias isoladas nas
culturas do saco conjuntival dos recém-nascidos internados na
unidade de terapia intensiva

Bactérias N %
Staphylococcus coagulase negativo 19* 43,2
Staphylococcus aureus 11 25,0
Bacillus sp. 6 13,6
Staphylococcus saprophyticus 2 4,5
Corynebacterium sp. 2 4,5
Pseudomonas aeruginosa 1* 2,3
Klebsiella oxytoca 1 2,3
Enterococcus 1 2,3
Staphylococcus epidermidis 1 2,3
Total 44 100

* culturas com mais de uma bactéria
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com o diagndstico de septicemia, houve uma tendéncia das
bactérias a apresentar maior resisténcia aos antimicrobianos em
relacdo aquelas cultivadas nos recém-nascidos que nio apre-
sentaram septicemia; no entanto, esta tendéncia nao alcangou
significancia estatistica (p=0,10).

As bactérias apresentaram maior sensibilidade ao antibidtico
gatifloxacina, e menor sensibilidade a tobramicina (Tabela 2). A
tabela 3 mostra a distribuicao das frequéncias de sensibilidade
das bactérias Gram-positivas aos antimicrobianos.

DISCUSSAO

A identificacdo dos principais microrganismos nosoco-
miais presentes nos recém-nascidos internados na UTI, e seu
padrdo de resisténcia a antibidticos sdo importantes, ndo ape-
nas na identificacdo das possiveis fontes de contaminacdo,
como também na escolha do antibiético adequado, evitando
retardo no tratamento clinico eficaz®”.

A cultura da secre¢@o da conjuntiva € um procedimento nao
invasivo e praticamente inofensivo ao recém-nascido, que auxi-
lia na identificagdo das bactérias colonizadoras do saco con-
juntival®. A presencga de bactérias nosocomiais na conjuntiva
de neonatos pode refletir a colonizagdo bacteriana da conjun-
tiva precedendo a bacteremia ou como um resultado desta.
Existe um relato da semelhanca da cultura do saco conjuntival e
do sangue em 35% dos neonatos internados em UTI®.

A colonizac@o bacteriana aumenta ao longo da internacéo
de neonatos na UTI®. Apds a segunda semana de internag@o,
ndo hd influéncia do tipo de parto, nem da ocorréncia de ruptura
precoce da bolsa amnidtica, nem da flora do canal de parto na
microbiota da conjuntiva, que estaria relacionada diretamente
as inoculagdes do proprio meio ambiente®. No presente estu-
do, o grande nimero de culturas positivas (83,3%) ndo teve
relacdo estatisticamente significante com o tempo de internagao
dos recém-nascidos. A maior parte das coletas (81,2%) ocorreu
durante os primeiros dez dias de internacao, evidenciando que a
colonizagdo da conjuntiva por bactérias pode ocorrer precoce-
mente. Estes dados apontam para a necessidade da vigilancia
quanto aos cuidados dos profissionais de satide e risco de
infeccdes nosocomiais desde os primeiros dias de internamento
dos recém-nascidos na UTI®. Além disto, é possivel que as
criancas internadas por mais tempo na UTI tenham sido subme-
tidas a multiplos esquemas de antibidticos sistémicos, interfe-
rindo na colonizag¢ado bacteriana do saco conjuntival, e, portan-
to, no resultado das culturas.

A alta frequéncia de culturas positivas (83,3%) em recém-
nascidos prematuros internados na UTI, em uso de antibi6ti-
cos sistémicos na maior parte dos casos (85,4%), reforca as
evidéncias da influéncia do ambiente neste tipo de coloniza-
cdo. A antibioticoterapia sistémica nao influenciou na ocor-
réncia de colonizagdo bacteriana da conjuntiva, mas pode ter
contribuido para a selecdo de cepas multirresistentes.

A positividade das culturas de secrecdo da conjuntiva ndo
teve associacdo significante com o tipo de parto, o uso de
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antibidticos sistémicos, diagnéstico de septicemia, ictericia e
fototerapia como fator de risco. Houve uma tendéncia, apesar
de nao haver significancia estatistica, de maior nimero de cultu-
ras positivas nos casos com ruptura da bolsa amnidtica por
mais de trés horas (p=0,17). Possivelmente uma amostra maior
poderia comprovar esta associacdo, ja anteriormente observa-
da®. A ruptura prolongada da bolsa amnidtica também esta
relacionada ao maior risco de septicemia'®. O conhecimento
destes fatores de risco é importante, pois alguns deles podem
ser controlados através de educacao continuada e melhor dire-
cionamento dos programas de controle de infeccéo™®.

O exame bacterioscopico direto (método de Gram) é funda-
mental na investigacdo de doencas oculares externas®. Na
amostra estudada a bacterioscopia foi positiva em 93,7% dos
casos, maior do que o nimero de culturas positivas (83,3%).
Uma hipétese para a diferenca na positividade da bacterios-
copia e da cultura da secre¢do conjuntival poderia ser a pe-
quena quantidade de bactérias presentes em algumas amos-
tras, ndo tornando possivel o crescimento de coldnias apesar
do enriquecimento com o meio de cultura. Possivelmente, o
uso de antibidticos sistémicos tenha interferido nesta quanti-
dade de bactérias®.

Tabela 2. Distribuicao das frequéncias da sensibilidade das bac-
térias aos antimicrobianos

Bactérias / Antimicrobianos n=36 %

Tobramicina 10 27,8
Oxacilina 13 36,1
Ceftriaxona 17 47,2
Ciprofloxacino 19 52,8
Gentamicina 20 55,6
Cloranfenicol 23 63,9
Cefalotina 26 72,2
Neomicina 26 72,2
Ofloxacino 34 94,4
Vancomicina 34 94,4
Gatifloxacino 35 97,2

E relatada a colonizagio bacteriana como um importante
fator predisponente a infec¢do'". Alguns recém-nascidos
que permanecem em UTI por tempo prolongado podem atuar
como reservatério de microrganismos patogénicos e/ou mul-
tirresistentes a antibidticos, e transmitirem através da manipu-
lagdo por profissionais de satde a outros neonatos admitidos
na mesma sala®. A identificacdo desta possivel fonte de con-
taminacgdo € util na adog¢ao de medidas profilaticas durante os
procedimentos de rotina. Além disso, este fluxo pode justificar
a ocorréncia de bactérias multirresistentes na conjuntiva de
neonatos recém-internados na UTI e n@o apenas nos que
estdo por tempo prolongado.

Um protocolo de cuidados na manipulagdo dos neonatos e
medidas antissépticas é fundamental na rotina da UTI. No en-
tanto, outros aspectos merecem tamanha atencdo: lesdo trau-
matica do epitélio conjuntival pode ser provocada acidental-
mente durante intervencgdes terapéuticas como uso de mésca-
ra de ventilagdo ou protetores oculares na fototerapia. Além
disso, a conjuntiva pode estar exposta a secrecdes nasofarin-
geas direta ou indiretamente, por goticulas em suspensio,
resultando na contaminagdo desta mucosa®*®,

O SCoN ¢ o microorganismo mais encontrado na conjun-
tiva de neonatos internados em UTI, na presenca ou auséncia
de sinais clinicos de conjuntivite, segundo alguns autores'->7,
No presente estudo, houve predominio do SCoN (43,2%) nas
amostras de cultura de secre¢do conjuntival, concordando com
os achados na literatura. As variagdes regionais também de-
vem ser levadas em consideragdo.

No estudo atual, foi observado aumento na colonizag¢ao da
conjuntiva por bactérias SCoN ao longo do tempo de interna-
mento na UTI, em relacdo as bactérias nao-SCoN. Esta asso-
ciacdo pode ser devida a exposicdo a antimicrobianos, inter-
vencdes terapéuticas, entre outros fatores®. Este achado é
relevante para o conhecimento da variacio de coldnias bacte-
rianas na conjuntiva ao longo do tempo de internamento dos
neonatos na UTI, e programacdo de esquemas antibidticos
para maior cobertura aos patdgenos mais frequentemente pre-
sentes de acordo com o nimero de dias internados.

Bactérias Gram + / SCoN n=19 S. aureus n=11
Antimicrobianos % %
Tobramicina 10,5 45,5
Oxacilina 26,3 45,5
Ceftriaxona 31,6 54,5
Ciprofloxacino 36,8 72,7
Gentamicina 31,6 72,7
Cefalotina 68,4 72,7
Cloranfenicol 63,2 81,8
Neomicina 63,2 72,7
Ofloxacino 89,5 100,0
Vancomicina 100,0 100,0
Gatifloxacino 100,0 90,9

SCoN= Staphylococcus coagulase negativo; S.= Staphylococcus

S. saprophyticus n=2
o,

Tabela 3. Distribuicdo das frequéncias da sensibilidade das bactérias Gram-positivas aos antimicrobianos

Enterococcus n=1 S. epidermidis n=1

% % %
100,0 0 100
50,0 0 100
50,0 0 100
0 100 100
100,0 100 100
50,0 0 100
100,0 100 100
100,0 100 100
100,0 100 100
100,0 100 100
100,0 100 100
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A resisténcia aos antibidticos vem aumento com a dissemi-
nagdo e maior tempo de uso destes na populagdo’?. Os anti-
bidticos testados no presente estudo sdo frequentemente usa-
dos no tratamento e profilaxia de afeccdes oftalmoldgicas, as-
sim como em quadros sistémicos. Um dado alarmante observa-
do neste estudo € a alta frequéncia de bactérias multirresis-
tentes (63,9%) colonizando o saco conjuntival de neonatos inter-
nados na UTIL. O tempo de internamento e o uso de antibidticos
sistémicos sdo varidveis conhecidas que influenciam na mul-
tirresisténcia bacteriana descrita na literatura”®. No entanto, a
falta de influéncia significante destes fatores na multirresisténcia
bacteriana no presente estudo pode ser devida ao tamanho da
amostra estudada, ou ao tempo insuficiente de internamento dos
recém-nascidos, ou devido a alguma fonte de contaminacdo em
comum que esteja disseminando aleatoriamente bactérias mul-
tirresistentes através dos profissionais de satde.

Os antibidticos que apresentam melhor eficdcia para o
tratamento de eventual infeccdo ocular por Gram-positivos
sd0 a vancomicina e gatifloxacino com sensibilidade acima de
90%. No caso de Gram-negativos, os antibidticos com melhor
eficdcia sdo neomicina, ceftriaxona, gentamicina, ciprofloxa-
cino e ofloxacino.

Um aspecto importante a ser considerado no presente
estudo, é que o teste de sensibilidade a antibidticos (antibio-
grama) € realizado in vitro e pode ndo refletir a real eficdcia
destes antibidticos in vivo. Além disso, o teste de sensibilida-
de por difusdo em discos é baseado na concentracao sérica de
antibidticos que pode ser diferente da concentracdo na con-
juntiva apds o uso de colirios topicos. O presente estudo é
importante na orientac¢do da escolha do antibidtico ideal para
tratamento de afeccdes oculares ou na profilaxia pds-cirurgias
oftalmoldgicas.

CONCLUSOES

A flora bacteriana da conjuntiva de prematuros na UTIN é
diversificada, predominando as bactérias Gram-positivas, ge-
ralmente multirresistente a antibidticos.

ABSTRACT

Purpose: To analyze the conjunctival bacterial flora and the
antibiotics resistance pattern in preterm newborns at the Neo-
natal Intensive Care Unit (NICU), in “Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE”. Methods: Mate-

rial from the conjunctival sac was obtained from 48 premature
infants eyes that stayed at in NICU more than 48 hours. Re-
sults: Culture analysis revealed that 40 (83.3%) were positive
and the pathogens most commonly isolated included Coagu-
lase-negative Staphylococcus (43.2%) and Staphylococcus
aureus (25.0%), being 63.9% of the bacteria multiresistant. An-
timicrobial test results demonstrated great sensitivity to gatiflo-
xacin (97.2%), vancomycin (94.4%) and ofloxacin (94.4%). Con-
clusions: Conjunctival bacterial flora among newborns in NICU
is varied, mainly Gram-positive, usually multiresistant to anti-
biotics.

Keywords: Conjunctiva/microbiology; Drug resistance; Cross
infection; Intensive care, neonatal; Infant, premature
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