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RESUMO

TEIXEIRA, Kamilla Duarte dos Santos. Avaliacdo microbiologica com base nas
caracteristicas macro e microscépica das mesas de procedimento e cirargico do hospital
veterinario do CEULP ULBRA ap6s higienizacdo. 2019. 34 f. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Graduagédo) — Curso de Medicina Veterinaria, Centro Universitario Luterano de Palmas,
Palmas/TO, 20109.

Os microrganismos se encontram nos mais diversos ambientes podendo provocar a
contaminacdo de superficies. O objetivo do presente estudo foi verificar se ha contaminacgéo
nas superficies das mesas de atendimento dos consultorios e centro cirargico do Hospital
Veterinario do CEULP/Ulbra, bem como nos proporciona verificar a eficacia da higienizagéo
destes locais. O experimento foi realizado, no Hospital Veterinario, localizado no municipio de
Palmas TO, onde foram coletadas amostras, com auxilio de swab estéril, durante oito dias nos
consultérios e quatro no centro cirargico totalizando em 12 amostras, cada uma semeada em
trés meios de cultura totalizando em 36 placas. Apos a coleta, os swabs foram inoculados em
caldo BHI (Brain Heart Infusion) e no laboratério da referida instituigdo, foram semeadas nos
meios de cultura Manitol, MacConkey para verificacdo de crescimento de bactérias. Entre 0s
resultados, ndo foi possivel realizar a contagem das col6nias nos meios devido a multiplicagdo
intensa das mesmas. Nos consultorios houve crescimento em duas amostras no meio
Macconkey e no Manitol sete mostras ja no centro cirdrgico colonizou em trés amostras
somente do meio Manitol. A partir da observacdo macro e microscopica através da coloracédo
de Gram conforme caracteristicas apresentadas pelas col6nias foram sugestivas de Escherichia
coli, Enterobacter spp, Pseudomonas spp ou Staphylococcus spp. enfatizando que para
diagndstico preciso se faz necessario o uso de provas bioquimicas para confirmacdo de tais
bactérias. As amostras com crescimentos de col6nias podem ter sofrido influéncia pelo modo
que foi realizado a higienizacdo do local provocando interferéncias, assim também como a
pessoa que realiza tal procedimento e a forma que é aplicada, sendo indicada uma limpeza
prévia antes da aplicacdo do alcool 70%.

Palavras-chave: Avaliacdo microbioldgica; Desinfeccdo; Coloracdo de Gram; Superficies.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Kamilla Duarte dos Santos Microbiological evaluation based on the macro and
microscopic characteristics of the procedure and surgical tables of the CEULP ULBRA
veterinary hospital after hygiene. 2019. 34 f. Final Paper (Graduation) - Veterinary Medicine
Course, Lutheran University Center of Palmas, Palmas / TO, 2019.

Microorganisms are found in the most diverse environments and can cause surface
contamination. The objective of the present study was to verify if there is contamination on the
surfaces of the service tables of the CEULP / Ulbra Veterinary Hospital operating rooms, as
well as to provide us to verify the effectiveness of cleaning these sites. The experiment was
carried out at the Veterinary Hospital, located in the city of Palmas TO, where samples were
collected with sterile swab for eight days in the offices and four in the operating room totaling
12 samples, each sown in three culture media. totaling in 36 plates. After collection, the swabs
were inoculated in BHI broth (Brain Heart Infusion) and in the laboratory of that institution,
were sown in the Manitol, MacConkey culture media to verify bacterial growth. Among the
results, it was not possible to count the colonies in the media due to their intense multiplication.
In the offices there was growth in two samples in the Macconkey medium and in Manitol seven
samples already in the operating room colonized in three samples only of the medium Mannitol.
From the macro and microscopic observation through Gram staining according to the
characteristics presented by the colonies, they were suggestive of Escherichia coli, Enterobacter
spp, Pseudomonas spp or Staphylococcus spp. emphasizing that accurate diagnosis requires the
use of biochemical evidence to confirm such bacteria. Samples with colony growth may have
been influenced by the way the site was sanitized causing interference, as well as the person
performing the procedure and the way it is applied, with prior cleaning indicated before 70%
alcohol.

Keywords: Microbiological Evaluation; Disinfection; Gram stain; Surfaces.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos sdo organismos que s6 podem ser visualizados com ajuda de
microscopio, fazem parte da microbiota normal dos seres vivos e ambientes, podendo ser
identificados como bactérias, fungos, virus e protozoarios, sdo caracterizados por serem
unicelulares ou acelulares, mas cada um tem sua complexidade e forma estrutural diferenciada
um do outro, podem ser encontrado em todos os tipos de ambientes desde agua, terra, ar (EEEP,
2012).

Os microrganismos habitam os mais diversos ambientes. Esta propriedade ¢é
denominada de ubiquidade, podendo habitar os diferentes ecossistemas e também fazem parte
da microbiota normal do corpo humano, dos animais e das plantas. Entre estes organismos sdo
estabelecidas relacbes em diferentes graus de parasitismo, mutualismo e comensalismos
(MIMS et al. 2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Estes microrganismos podem ter
um alto grau de patogenicidade, vivem de oportunidades como, por exemplo, uma
imunossupressao de um animal ou ser humano, e podem acarretar os mais diversos tipos de
doencas, desde as mais simples até as mais complexas como, por exemplo, uma gastroenterite
ou até mesmo a raiva (CAETANO et al. 2007)

O meio hospitalar pode ser considerado como uma poderosa fonte de infeccédo
secundaria ou contaminagcdo para 0S pacientes, pois traz consigo um alto indice de
microrganismo nocivos e oportunistas, devido ao ambiente a disseminacdo das infeccdes
ocorrem de forma mais potencializada quando comparada a outros locais normais (CAETANO
et al. 2011).

De acordo com Julio (2013), as infeccBes hospitalares acontecem constantemente e tem
grande importancia em pacientes hospitalizados, sendo causadas na maioria das vezes por
incontaveis microorganismos cuja progressdo € relacionada a inimeros fatores, entre eles
lavagem incorreta das maos, procedimentos invasivos, técnicas incorretas, Vvisitantes,
imunossupressao de pacientes, limpeza inadequada de materiais e ambientes, entre outros.

As infeccOes hospitalares tem ligagdo profunda com o préprio ambiente incluindo a
agua, ar e superficies inanimadas que a todo 0 momento ficam proximas ao paciente servindo
de guia para focos infecciosos de contato e transmissdo. Apesar das causas de infeccOes
hospitalares sejam mais referentes ao doente susceptivel, o método de diagnostico e a
terapéutica utilizada, ndo podemos desconsiderar a responsabilidade ligada aos padrdes de
assepsia e de higiene do ambiente hospitalar (MENDESGIANNINI, 2001; TELES, 1997).
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O presente estudo analisou a efic&cia da higienizagdo das mesas dos consultorios e do
centro cirdrgico do Hospital Veterindrio do CEULP/ULBRA se esta sendo efetiva com 0s
produtos utilizados para a mesma, tendo em vista que microrganismos colonizam superficies e
podem ser prejudiciais a saude principalmente quando se trata de pacientes com imunidade

comprometida que no caso é corriqueiro na rotina do hospital.

1.1 Problema de pesquisa

A higienizag&o feita nas mesas de atendimento e centro cirlrgico, apds os atendimentos dos

animais estava sendo eficaz em relacao aos produtos utilizados?

1.2 HipOteses

Os produtos ndo foram eficazes na realizacdo da higienizacdo feita apds o atendimento dos
animais;
Os produtos foram eficazes na realizacdo da higienizacao feita ap6s o atendimento dos

animais.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Caracterizar macro e microscopicamente as coldnias de bactérias das mesas dos
consultdrios e cirurgica do hospital veterinario do Centro Universitario Luterano de Palmas
(CEULP/ULBRA).

1.3.2 Objetivos especificos

a) ldentificar se ha presenca de bactérias nas superficies das mesas de atendimento dos
consultdrios pds-atendimento, do hospital veterinario do CEULP/ULBRA.

b) Identificar se ha presenca de bactérias nas superficies das mesas dos centros cirurgicos pos-
procedimentos, do hospital veterinario do CEULP/ULBRA.
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c) Destingir se os microrganismos encontrados nas superficies das mesas dos consultorios e dos
centros cirargicos em Gram positivos ou Gram negativos, do hospital veterindrio do
CEULP/ULBRA.

d) Propor melhorias na forma de descontaminacao nas superficies dos consultorios e dos centros
cirargicos, do hospital veterindrio do CEULP/ULBRA.

1.4 Justificativa

A relevancia da presente pesquisa constitui-se em podermos observar se ocorreu a
presenca de bactérias nas mesas de atendimentos dos consultérios e centro cirdrgico do Hospital
Veterinario do CEULP/ULBRA e se a forma e os produtos utilizados na limpeza apds os
atendimentos foram efetivos, nos possibilitando melhorias na forma como serdo efetuados e

contribuindo com a atenuacao da frequéncia da propagacéao das infeccoes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microrganismos

De acordo com Tortora, Funke e Case (2012), os microrganismos sao seres tao pequenos
que se torna impossivel serem visualizados a olho nu. Neste grupo incluem os fungos, bactérias,
algas microscopicas e 0s protozoarios, os virus que sdo acelulares também séo considerados
microrganismos.

Segundo Nobrega e Bossolan (2010), por muito tempo apenas estes seres habitavam a
terra por volta de 3 bilhdes de anos. Foram encontrados em rochas com aproximadamente 3,5
bilhdes de anos fosseis desses seres.

Ha& um sistema de classificacdo criado por Lineu, onde Carvalho e Guimaraes (2011),
relatam que o aperfeicoamento feito por outros estudiosos a partir do ano de 1969, onde a
classificacdo dos seres vivos passa a ser dividida em cinco reinos que séo: os dos animais, das
moneras, fungos, plantas e protistas. As bactérias e cianobactérias pertencem ao grupo do reino
monera.

Conforme Godoy e Ogo, (2012), todos os seres vivos tem algo em comum, pois Sao
todos formados por células, no entanto se observando uma bactéria, animal ou vegetal
consegue-se notar varias outras diferencas quando se diz respeito ao tamanho e aparéncia.

Segundo Tortora, Funke e Case (2012), desde 0 momento que nascemos até a nossa
morte n6s vivemos em um mundo repleto de microrganismos, até mesmo em nosso corpo ja
que eles compdem nossa microbiota normal e podem ser benéficos. H& microbiotas normais
que chegam a nos proteger de doengas impedindo o crescimento de microrganismos nocivos,
ja outras produzem substancias uteis. Porém dependendo das condicdes a microbiota normal
pode nos fazer adoecer e até mesmo repassar para pessoas que mantemos contato.

Para corroborar sobre a presenca de microrganismos nos seres vivos, Madigan, et al.
(2010), alega que os mamiferos em seu desenvolvimento intrauterino permanecem em um
ambiente estéril e s6 a partir do nascimento a colonizagdo e o crescimento de microrganismos
inicia-se a medida que SOomos expostos aos mesmos.

Conforme Tortora, Funke e Case (2012), a maioria dos microrganismos podem ser
benéficos aos vegetais e animais. Elementos quimicos essenciais para a manutencao da vida e
abundantes na natureza como o nitrogénio, carbono, enxofre, oxigénio e fosforo, ndo podem
ser utilizados pelos seres vivos nesta forma, portanto 0s microrganismos sao responsaveis por

essa importante conversao, tornando possivel a utilizacéo.
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2.1.1. Bactérias

As bactérias tém em sua composicdo células procariotas, vista como um tipo de célula
morfologicamente simples, porém com um metabolismo (conjunto de processos que acontecem
no interior das células) tdo diversificado e complexo como em uma célula eucariota. Bactérias
sdo células autotrdficas (cianobactérias) e heterotroficas (SILVA e SOUZA, 2013).

Os autores Carvalho e Guimardes (2011), relatam que bactérias sdo unicelulares e
procariontes, significando que sdo compostas por uma célula apenas e também ndo possui
membrana que envolve o material genético e o separa do restante da célula. O envoltério das
células das bactérias é bem resistente e denomina-se parede celular permitindo que esse ser se
adapte aos mais variados meios, como a agua, solo e até mesmo parasitando outros organismos.

As células bacterianas podem apresentar varias formas, tais como: Bacilos (em forma
de bastdo), cocos (esféricos ou ovoides) e os espirilos (em forma de saca-rolha ou curvados),
que sdo as formas mais comuns. Também, podem apresentar forma de estrela ou quadrada.
Podem formar pares, cadeias, grupos ou outros agrupamentos (TORTORA, FUNKE, CASE,
2012).

Conforme Silva e Souza (2013), grande parte deste grupo se reproduz por forma
assexuada por fissdo bindria transversa, onde a partir da célula mae se da origem a duas células
filhas idénticas. Podendo haver troca de material genético entre elas se houver compatibilidade,
isso ocorre com desencadeamento de alguns processos chamados de conjugacdo (elas irdo
trocar materiais genéticos utilizando suas fimbrias ou pili sexual que sdo encontrados na
superficie da célula), transformacdo (processo ao qual ela absorve material genético que estdo
circulando no meio onde ela vive) e transducdo (onde virus sdo usados como vetores para
transferir as moléculas de DNA de uma bactéria para outra).

Ladeia e Royer (2014), afirmam que é normal relacionar as bactérias com doencas
como, por exemplo, pneumonia, tétano, tuberculose, entre outras e também a decomposic¢ao
dos alimentos que se tornam prejudiciais a satde. E pouco conhecido que pequena parte desses
microrganismos sdo nocivos a salde e que sdo indispensaveis a biosfera ajudando com a
manutencdo de nossos organismos e com o equilibrio da estrutura quimica do planeta.

Segundo Silva e Souza (2013), os géneros e espécies mais estudados e conhecidos das
bactérias incluem: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeuruginosa,

Salmonella, Clostridium botulinum, Streptococcus, Lactobacillus C. perfringens, entre outros.
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2.2 Meios de cultura mais utilizados

O caldo Brain Heart Infusion (BHI) é usado na recuperacdo de microrganismos
fastidiosos ou ndo, incluindo também bactérias aerobicas e anaerobicas e 0s fungos. O principio
de agdo do caldo BHI que possui em sua formulacdo peptona e infusdo cérebro-coracdo que
irdo servir de fonte de nitrogénio, carbono, vitaminas e enxofre. A glicose € um carboidrato que
0s microrganismos utilizam para fermentacdo. E um meio rico e utilizado para o crescimento
de microrganismos exigentes como as enterobactérias, estreptococos, pneumococos, leveduras,
fungos e ndo fermentadores (CALDO BHI, 2010).

Conforme Martinez; Tadei (2005), a eleicdo do meio de cultura que sera utilizado, para
o0 isolamento é determinado pela suspeita do patdgeno bacteriano. O isolamento de rotina de
varios patégenos envolve inoculacdo em placas de agar MacConkey e 4gar Sangue, em seguida
de incubacdo por 24 até 48 horas. Fatores determinantes como a temperatura e a atmosfera
(atm) estdo intimamente ligados ao sucesso no isolamento e em seguida a identificacdo do
microrganismo. Normalmente a temperatura de incubacdo usada para a grande maioria dos
microrganismos é em torno de 36 até 37 °C. Quanto a atm, algumas bactérias necessitam cinco
ou 10% de CO2 no ar, algumas sdo microaerdfilas ou anaerdbias estritas.

Araujo (2010) discorre sobre os microrganismos que necessitam de fontes de carbono,
de energia, fontes de sais minerais, fatores de crescimento (vitaminas e outras substancias),
agua. Estas substancias sdo oferecidas a partir de fatores inorgéanicos e/ ou organicos.
Primeiramente o meio de cultura tem que ser o mais parecido das condi¢cGes normais onde
habita o microrganismo, para que ele cresga corretamente. Existem microrganismos que
consegue crescer em variados meios de cultura, outros apenas em meios especiais.

Um meio de cultura utilizado para o crescimento de bactérias gram negativas é o Agar
MacConkey. Isso acontece, pois ele traz em sua composi¢do duas substancias que ira inibir o
crescimento de bactérias Gram-positivas: cristal violeta e acido biliar. Sendo assim, ele
proporcionara apenas o crescimento de bactérias Gram-negativas este meio é utilizado para o
crescimento de membros da familia da Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae. Assim,
para diagndstico, este é 0 meio de maior preferéncia para isolar Enterobactérias e Pseudomonas
(ANVISA, 2004).

As colbnias que se apresentam mucoide cor de rosa e grandes sdo sugestivas de
Enterobacter spp, ja as Pseudomonas spp sdo colonias irregulares, incolores ou cor de rosa e
dimensédo variavel (AGAR MACCONKEY 2018). Ja as colénias de Escherichia coli para
Quinn et al. (2005) se apresentam na cor rosa em agar MacConkey. As coldnias em meios
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nutrientes solidos em placa apresentam cerca de um a trés mm de didmetro, podendo apresentar
as formas lisas e rugosas, mas podem existir também colbnias com caracteristicas
intermediarias e mucoides. As colonias lisas sdo convexas e brilhantes, possuem bordos
regulares, enquanto as rugosas apresentam aspecto e aparéncia grosseiros e contornos
irregulares. (QUINN et al. 2005; BERCHIERI JUNIOR et al. 2009).

A bula do Agar Manitol (2010) diz que o meio favorece o crescimento de bactérias
estafilococos, sendo mais utilizado para isolamento de Staphylococcus aureus. Sendo um meio
de cultura especial, € um meio salino com indicador do pH que altera sua cor quando acontece
0 processo de fermentacdo e a producdo de acido, possui 7,5% de cloreto de sédio, que inibe
completamente ou parcialmente o crescimento de outras bactérias que néo séo os estafilococos
e contém peptonas e extrato de carne bovina, que oferecem nutrientes essenciais para 0 seu
crescimento. A fermentacdo do manitol resulta na alteracdo do indicador do pH vermelho de

fenol o que ajuda na diferenciacéo das espécies de estafilococos.

O principio de acdo da degradacdo do meio manitol se d& pela producdo de acido
mudando a cor do meio de rosado para amarelo, as col6nias que se formam de Staphylococcus
ndo patogénicos sdo geralmente de tamanho pequeno e rodeadas de uma zona vermelha. As
colbnias de Staphylococcus aureus patogénicas ou fermentadores do manitol sdo maiores e
rodeadas de uma zona amarela (KONEMAN; CURY, 2001).

2.3 Métodos de identificacdo dos microrganismos por coloracdo de Gram

As preparacOes coradas tém permitido o inicio de uma observagdo em microscépico.
Como o material celular e os microrganismos séo regularmente transparentes e podem ser mais
bem visualizados e distinguidos com o uso de corantes, existem Vvarios tipos de montagens para
visualizacdo direta de amostras clinicas como a laminulas, a fresco, entre 1aminas que nos
mostram motilidade, morfologia e composi¢cdo celular (MARTINEZ; TADEI, 2005;
TORTORA et al. 2003).

No momento podemos relatar dois tipos de métodos gerais que sdo utilizados para o
preparo de espécimes microbiol0dgicos para observarmos através de um microscopio luminoso.
O primeiro emprega uma suspensao de microrganismos vivos em alguma camada liquida ou
em uma gota. No segundo a camada fina de espécime precisa ser secada e corada em seguida,
deste modo os microrganismos se fixam a superficie e possibilita a visualizagdo através de sua
cor (PELCZAR JR et al. 2005).
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De acordo com Martinez; Tadei (2005) a coloragdo de Gram foi criada em 1884 pelo
dinamarqués Hans Christian Gram. A coloragdo de Gram é procedimento bem Util, pois através
dele conseguimos classificar as bactérias em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas
(TORTORA et al. 2003).

Os microrganismos Gram-positivos sdo aqueles que rettm o corante cristal violeta
devido ao aumento na quantidade de &cido teicoico e a diminuigdo da permeabilidade na parede
celular aos solventes organicos, por conterem menos lipideos na parede celular. A parede das
bactérias Gram-negativas apresenta grande quantidade de lipideos, que aumenta a
permeabilidade aos solventes orgénicos, permitindo a descoloragdo. Estes microrganismos
perdem, portanto, o cristal violeta, corando-se com o corante de fundo, como a fucsina
(MARTINEZ; TADEI, 2005, QUINN et al. 2005).

Este espectro consegue incluir basicamente todas as bactérias, varios fungos e parasitas,
como por exemplo, Trichomonas, Strongyloides e cistos de diversos protozoarios. Temos
excecdes que incluem o Mycoplasma, Chlamydia, Treponema e Rickettsia que sdo muito
pequenos para serem visualizados pela microscopia Optica de luz direta ou quando perderam a
parede (ANVISA, 2004).

Segundo Tortora et al. (2003), no procedimento de coloragéo o calor fixa um esfregaco
e é recoberto por um corante basico purpura, normalmente a violeta genciana que embebe todas
as células, iniciando a coloracdo priméaria. Ap6s um pequeno periodo, o corante pdrpura é
levado em agua corrente rapidamente e o esfregaco é recoberto com iodo, novamente a lamina
é lavada e com a retirada do iodo, ambas as bactérias gram-negativas e gram positivas sdo vistas
na cor violeta, a seguir a [amina é introduzida no alcool ou em uma solucéo de alcool-acetona,
ocorrendo a descoloracdo das bactérias gram-negativas que possuem uma espessa camada de
lipidios se tornando permeavel permitindo que haja a descoloracdo. O alcool precisa ser lavado
e a lamina passa pela coloragdo com um corante basico vermelho, permitindo a coloracdo das

coldnias que se encontravam sem cor e novamente o esfregaco ¢ lavado.

2.4 Caracteristicas das coldnias

2.4.1 Macroscopicas

As caracteristicas macroscopicas sdo aquelas que podemos enxergar a olho nu, essas

col6nias podem ser classificadas de acordo com: Tamanho que pode atingir até 10 mm; suas

bordas que podem apresentar-se como lisas, onduladas, filamentosas ou lobuladas;
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Pigmentacéo, podendo ou ndo apresentar cores; Elevacéo que as classificam como: convexas,
chatas, concavas, elevada, protuberante ou ondulada; e a forma podendo ser irregular, circular,
rizoide, puniforme ou filamentosa (SILVA E SOUZA, 2013).

2.4.2 Microscopicas

Embora existam milhares de espécies de bactérias podemos agrupa-las em trés tipos
morfologico: cocos, bacilos e espiralados. Os cocos tomam denominacdes diferentes de acordo
com o seu arranjo (VIEIRA E FERNANDES, 2012).

A maioria dos bacilos apresenta-se isolados, podendo formar-se em diplobacilos e
estreptobacilos, ou ainda podem apresentar-se em formato de cocobacilo. As bactérias espirais
possuem uma ou mais curvaturas. A forma que é semelhante a uma "virgula" é denominada
vibrido. Outra forma é espirilo, que possuem forma helicoidal. Aquelas que se apresentam em
forma de espiral séo denominadas de espiroquetas (REIS E SANTOS, 2016).

2.5 Higienizacao de superficie

De acordo com Martins et al. (2016), € conhecido como higienizacdo ou limpeza
hospitalar o processo que compreende em remover a sujidade de superficies inanimadas.

O ambiente hospitalar é classificado em trés areas sendo elas: area critica onde ficam os
pacientes mais graves, imunologicamente deprimidos e ha um maior nimero de procedimentos
invasivos que podem gerar maiores riscos de infec¢do, area semi critica: onde h& paciente
internado sendo o risco de infeccdo menor e area ndo critica: sdo todas as areas onde nao ha
risco nenhum de infeccdo e que nao existem pacientes (VRANJAC, 2019).

Martins et al. (2016), relata que a higienizacdo so é alcancada através de procedimentos
de descontaminacdo, desinfec¢do e/ou limpeza. Limpeza é definida como remocdo de toda
sujidade de superficies ou ambiente, os processos sdo efetuados com auxilio de agua, uso de
detergente e também acdo mecénica manual.

Conforme ANVISA (2010), para que a limpeza ocorra de forma correta e eficaz, torna-
se indispensavel o uso de produtos saneantes, como por exemplo, os sabdes e detergentes
sempre na diluicdo recomendada. J& em locais onde h& presenca de matéria organica é
imprescindivel a utilizagdo de produtos de outra categoria conhecidos como desinfetantes.

Ricci et al. (2010), relata que entre os principais produtos que sdo utilizados para

limpeza de superficies estdo os alcoois, entre 0s servicos de saude os principais desinfetantes
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usados sdo os alcoois etilicos e o isopropilico que podem ser empregados em superficies ou
artigos através da friccdo. Compostos inorganicos como hipocloritos de sédio, célcio e de litio
sdo indicados para desinfetar superficies fixas, porém sdo inativados na presenca de matéria
organica.

A desinfeccdo é a destruicdo de microrganismos patogénicos em sua forma vegetativa
que se encontra em artigos ou superficies, apos a superficie previamente limpa se aplica a
solucdo germicida. Segundo Graziano et al. (2013), a contaminacdo microbiana de superficies
tocadas pelas maos de profissionais da saude, deve ser eliminadas através de méetodos seguros
ja que na maioria das vezes ocorre negligencia na higienizacdo das mdos método este que
ajudaria na quebra do ciclo de transmissdo do reservatorio até o hospedeiro (o paciente)
podendo haver infec¢éo cruzada na execugdo de procedimentos assistenciais.

A descontaminacdo € a aplicacdo da solucdo desinfetante diretamente sobre o agente
contaminante ocorre a remogao de materiais organicos presentes na superficie (MINISTERIO
DA SAUDE et al. 1994). Segundo Graziano et al. (2013), a orientagao classica de um método
seguro para descontaminar superficies consiste na limpeza prévia do lugar antes da aplicacédo
do agente microbicida como, por exemplo, o alcool 70%, que é o germicida mais utilizado por
sua disponibilidade e acessibilidade de valor.

A remocao mecanica € de suma importancia na retirada de sujidades para que nao ocorra
somente a passagem de pano Umido técnica a qual ajuda a espalhar a sujeira a escolha das
técnicas de limpeza e desinfeccdo esta diretamente relacionada ao tipo de superficie a ser

higienizada e a quantidade e o tipo de matéria organica presente (ASSAD et al. 2012).
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3 METODOLOGIA

Esta pesquisa tem como objetivo analisar a microbiota das mesas dos consultorios e
centro cirdrgico do Hospital Veterinario do Centro Universitario Luterano de Palmas
(CEULP/ULBRA) para verificar se o procedimento de higienizac&o foi eficaz durante o periodo

avaliado. O estudo foi executado por meio de pesquisa basica laboratorial.

3.1 Coletas das amostras

As coletas das amostras ocorreram no Hospital Veterinario do CEULP/ULBRA
localizado no municipio de Palmas TO. Ap6s a autorizacdo do responsavel pelo
estabelecimento, foram selecionadas as areas do hospital as quais passariam pelas coletas e
analises microbioldgicas. Assim foram escolhidas as mesas de atendimento veterinario dos
consultorios, bem como as mesas dos centros cirurgicos.

Nas mesas foram realizadas as coletas apds o atendimento e a higienizacéo habitual das
superficies, desse modo, as amostras foram colhidas com auxilio de swab estéril umedecido
com solucdo salina, por meio de friccdo nas areas a serem amostradas, com movimentos na
horizontal e na vertical da esquerda pra direita. O procedimento foi realizado durante 8 (oito)
dias no setor de consultérios, sendo coletado 1 (uma) amostra por dia, e no setor do centro
cirdrgico ocorreu por 4 (quatro) dias também com 1(uma) amostra por dia. Assim, foi totalizado
um numero de 12 (doze) amostras. As amostras controles foram coletadas antes da higienizacao
das mesas de atendimento e centro cirdrgico apenas no primeiro dia, totalizando em duas
amostras.

Apbs a coleta, as amostras foram identificadas e armazenadas em caixa de isopor com
gelo comercial, de forma a ndo sofrerem alteracdes e encaminhado ao Laboratorio de
Microbiologia do Centro Universitario Luterano de Palmas (CEULP/ULBRA) para realizagdo

das analises.

3.2 Inoculag6es das amostras

Em condicgdes laboratoriais, os swabs usados nas amostragens foram utilizados para
inocular tubos de ensaio de 20 ml, contendo caldo BHI (Brain Heart infusion) e incubados em
estufa bacterioldgica a 37° C, durante 24 horas. Apds esse periodo, as amostras dos tubos de

ensaio foram utilizadas para semear os meios de cultura Manitol e MacConkey, que foram
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posteriormente incubados a 37° C, durante 24 horas. Apds isto foi realizado a identificacdo das
coldnias com as caracteristicas macroscopicas e microscopicas através da coloragdo de Gram.
O meio manitol foi escolhido por ser um meio de cultura frequentemente utilizado para
o0 isolamento de Staphylococcus aureus; o meio MacConkey devido ser um meio seletivo para
enterobactérias destinado a deteccdo, isolamento, contagem de coliformes e patdgenos

intestinais.

3.3 Caracterizagdes morfologicas dos microrganismos

Ap06s o periodo de incubacéo as placas foram inspecionadas e realizadas a caracterizacao
macroscopicas das coldnias, com o objetivo de observar alguns aspectos como: cotonoso,
pulverulento, coreaceo, pastoso, coloracdo no meio de cultura, forma e brilho.

Depois se realizou analise microscopica para distinguir coldnias cujo aspecto era
duvidoso entre ‘“bactéria” e “levedura”. ASSim, 0S microrganismos foram macro e
microscopicamente caracterizado e posteriormente classificado em grupos morfolégicos.

Para a realizacdo da classificacdo das bactérias foi feito a Coloracdo de Gram, porém
foram selecionadas apenas as placas no qual foi possivel obter colénias isoladas, totalizando
em 12, para assim separa-las em gram positiva ou negativa. Entéo, a partir das colonias que
cresceram em Agar Manitol, foram selecionadas as que apresentaram coloragdo amarelo. Ja

para as que cresceram no meio Agar MacConkey, foram as colénias de cor rdsea.
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4 RESULTADOS

Foi realizada a amostragem dos consultérios apds o atendimento e a higienizacéo
habitual das superficies com alcool a 70%, utilizando swab estéril, umedecido em solucéo
salina, por meio de friccdo nas areas a serem amostradas com movimentos na horizontal e
vertical da esquerda pra direita. As coletas das amostras ocorreram durante 0 més de setembro
de 2019, assim foram realizadas nos consultérios uma coleta por dia. Ja a coleta realizada no
centro cirdrgico, foi feita apds higienizacdo com hipoclorito de sédio e alcool 70% no decorrer
de quatro dias contabilizando uma amostra ao dia. As amostras controles foram coletadas apds
o0 atendimento dos animais e antes da higienizacdo de rotina.

Com relacdo a contagem global de coldnias ndo foi possivel realizar a contagem das
coldnias nos meios devido a multiplicacdo intensa, analisou-se apenas as caracteristicas
macroscopicas das mesmas, no qual se observou que resultados nas amostras inoculadas no
meio Macconkey, houve crescimento de microrganismos apenas na amostra sete, somente no
meio Manitol houve crescimento em seis amostras inoculadas. Na Tabela 1, é apresentada a
identificacdo das caracteristicas macroscopicas das bactérias nos respectivos meios de cultura

seletivos.
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Tabela 1 — Identificagdo das bactérias dos consultérios presumida a partir da analise de
caracteristicas macroscopicas das colonias nos respectivos meios de cultura seletivos.

Amostras dos

Meio Cultura - Caracteristicas Macroscoépicas
Consultorios
Amostra Aspecto: Circular; Elevacdo: Elevada; Margem:
controle regular; Cor: Rosea.
1 N&o houve crescimento
2 N&o houve crescimento
3 N&o houve crescimento
MacConkey " )
4 N&o houve crescimento
5 N&o houve crescimento
6 N&o houve crescimento
Forma: Circular; Elevacdo: Plana; Margem:
7 _ iy
Regular; Cor: Rosea.
Amostra Aspecto: Brilhante; Elevacéo: Plana;
Controle Margem: lisa; Cor: Amarela.
1 Aspecto: Brilhante; Elevacao: Plana;
Margem: lisa; Cor: Amarela.
2 Aspecto: Brilhante; Elevacdo: Convexa; Margem:
Lisa; Cor: Amarela.
Aspecto:  Brilhante;  Elevacdo:  Convexa
3  lica- .
Manitol Margem: lisa; Cor: Amarelo.
4 Aspecto: Brilhante, Elevacéo: Plana
Margem: Regular; Cor: Amarelo.
5 Aspecto: Brilhante; Elevacdo: Convexa; Margem:
Lisa; Cor: Amarela.
5 Aspecto: Brilhante; Elevacdo: Plana; Margem:
lisa; Cor: Amarela.
7 N&o houve crescimento

E possivel observar na Tabela 1, as caracteristicas de crescimento das coldnias nos

meios utilizados quanto a aspecto, elevacdo, margem e cor das col6nias.

E possivel observar que, nos consultorios houve crescimento no meio manitol com

coloracdo amarela, elevacdo plana, margens circulares e aspecto brilhante. Verifica-se

crescimento somente na amostra controle e amostra sete inoculada no meio MacConkey,

apresentando-se com coloragéo résea, brilhante.
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Figura 1 — Agar MacConkey, com 24 hr de incubagdo a 37° graus apresentando colonias roseas,
brilhantes com bordas lisas.
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Fonte: Arquivo praprio.

Com relagéo a contagem global das colnias nas amostras coletas no centro cirdrgico,
também apresentaram, como resultados, quantidades incontaveis nos meios de cultura
utilizados, devido intenso crescimento. Com isso, observou-se apenas 0 aspecto macroscopico

das mesmas nos respectivos meios de cultura seletivos, conforme observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Identificacdo das bactérias do centro cirtrgico presumido a partir da analise de caracteristicas
macroscopicas das colbnias nos respectivos meios de cultura seletivos.

Meio Cultura C_:e,ntr_o Caracteristicas Macroscépicas
Cirurgico
Amostra Aspecto: Brilhante; Elevagdo: Plana; Margem:
Controle lisa; Cor: Amarela.
1 N&o houve crescimento
Manitol ) Aspecto: Brilhante; Elevagdo: Plana; Margem:
lisa; Cor: Amarela.
3 Aspecto: Brilhante; Elevagdo: Plana; Margem:
lisa; Cor: Amarela

Nas analises macroscopicas realizadas através das amostras do centro cirdrgico

podemos verificar que ndo houve colonizacdo em nenhuma amostra inoculada no meio
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MacConkey, apresentando somente no meio Manitol na amostra controle e amostras dois e trés

com coloracdo amarela, elevacdo plana, margens circulares e aspecto brilhante.

Figura 2 — Agar Manitol, com 24 hr de incubag&o & 37° mostrando o padréo de crescimento das colonias
como brilhantes e amarelas.

Fonte: Arquivo proprio.

As analises microscopicas que foram realizadas através da Coloracdo de Gram permitiu
classifica-las em Gram positivas ou negativas, como consta na Tabela 3 e 4, apresentando as
caracteristicas das bactérias coletadas nos consultérios e no centro cirirgico respectivamente.
Esta se baseou nas caracteristicas incluindo a forma de agrupamento, cocos ou bacilos das

col6nias nos respectivos meios de cultura seletivos.
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Tabela 3 — Identificacdo das bactérias dos consultérios presumida a partir da analise de caracteristicas
microscopicas das colbnias nos respectivos meios de cultura seletivos.

Meio Cultura

Consultorio

Caracteristicas Microscopicas

MacConkey

Amostra Controle

Cocos Gram Negativos

Nao houve crescimento

Nao houve crescimento

Nao houve crescimento

Nao houve crescimento

Nao houve crescimento

Nd&o houve crescimento

~Nojo | bW IN|F

Cocos Gram Negativos

Manitol

Amostra Controle

Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

~N|oo | oW IN|F

Nao houve crescimento

Na Tabela 4, apresenta-se apenas o resultado das amostras inoculadas no meio Manitol,

pois somente nesse meio houve crescimento para as amostras semeadas do Centro cirdrgico do

Hospital Veterinario.

Tabela 4 — Identificacdo das bactérias do centro cirargico presumido a partir da anélise de caracteristicas
microscopicas das coldnias nos respectivos meios de cultura seletivos.

Meio Cultura Centro Cirargico Caracteristicas Microscopicas
Amostra Controle Cocos Gram Positivos
1 Nao houve crescimento
Manitol 2 Cocos Gram Positivo
3 Cocos Gram Positivos

No Agar macconkey verificamos crescimento apenas em duas amostras do consultério

sendo na amostra controle e a de nimero sete. No meio Manitol houve crescimento de todas as
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amostragens coletadas nos consultorios se apresentando em cor amarela, brilhante e borda lisa,
bem como cocos gram positivo. J& no centro cirdrgico as amostras semeadas no meio
macconkey nao foram detectadas nenhum crescimento em nenhuma das quatro amostragens, e
no manitol houve crescimento nas amostras dois e trés.

Figura 3 — Cocos Gram Positivos, sugestivos de Staphylococcus sp.

Fonte: Arquivo pessoal.

Como previamente mencionado, essa andalise foi presumida a partir das caracteristicas
macro e microscopicas dessas bactérias, bem como pela coloracéo de Gram. Para a confirmacao
dos resultados seria necessario a realizacdo de provas bioquimicas ou até mesmo ensaios

envolvendo biologia molecular para se obter uma taxonomia acurada.



27

5 DISCUSSAO

A literatura revela que a contaminacéo cruzada ocorre devido a objetos possivelmente
contaminados por estarem em contato com varias pessoas propagando assim infecgdes, que
para salde publica é um ponto critico principalmente para organismos imunocomprometidos.
Desse modo fica claro a ocorréncia de uma intima ligagdo entre infecgdes e as superficies
contaminadas, sendo as maos o veiculo que transfere os microrganismos adquiridos dos objetos
para o interior do organismo (BONATO et al. 2007). O presente trabalho investigou a
contaminacdo microbiana de mesas de atendimento e centro cirdrgico veterinario.

Durante 0 més de setembro de 2019 foram coletadas 12 amostras para a presente
pesquisa, sendo oito dos consultérios no qual coletou-se uma por dia, bem como quatro do
centro cirdrgico, pois a rotina era menor. A coleta procedeu-se com auxilio de swab estéril e
inoculadas em caldo BHI. A metodologia de coleta foi semelhante a realizada por Santos et al.
(2007), no qual para avaliacéo da eficécia da higienizagdo antes e apds a limpeza e desinfeccéo
dos ambulatorios utilizou-se a técnica de friccdo de swabs nas superficies. Os pontos de coleta
foram: mesas de atendimento aos animais, pias de aco inoxidavel e mesas de trabalho dos
veterinarios.

Segundo Graziano et al. (2013), a orientacdo classica de um método seguro para
descontaminar superficies consiste na limpeza prévia do lugar antes da aplicacdo do agente
microbicida como, por exemplo, o alcool 70%, que é o germicida mais utilizado. Foi observado
durante a execucdo da pesquisa que a limpeza das mesas dos consultdrios destinada a
atendimentos dos animais eram limpas apds a consulta com alcool 70% lancado diretamente
sobre a mesa e retirado com papel toalha, e no centro cirdrgico é realizado a limpeza prévia
apenas na presenca de matéria organica.

E interessante ressaltar que os tempos de contato do produto com a superficie a ser
higienizada nos hospitais normalmente s&o inferiores aos recomendados, por causa do elevado
numero de atendimentos e do reduzido periodo entre as consultas. Para solucionar a baixa
eficacia dos produtos utilizados devem-se utilizar os tempos minimos de contato para acdo dos
produtos conforme recomendagédo do fabricante (SANTOS et al. 2007). Durante a pesquisa foi
observado que néo foi respeitado o periodo minimo de agdo dos agentes de limpeza devido a
rotina dos atendimentos.

Conforme Amorim et al. (2010), para que a limpeza ocorra de forma correta e eficaz,
torna-se indispensavel o uso de produtos saneantes, como por exemplo, os sabdes e detergentes

sempre na diluicdo recomendada. J& em locais onde h& presenca de matéria organica é
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imprescindivel a utilizacdo de produtos de outra categoria conhecidos como desinfetantes. A
ANVISA (2010) orienta também realizar limpeza com sabdo ou detergente na superficie a ser
desinfetada, com o auxilio de panos de mobilia, apos limpeza do mobiliario, realizar a friccdo
com alcool a 70% ou outro desinfetante definido pelo SCIH. Na presente investigacao as
superficies eram desinfetadas sem previa limpeza, fato esse que pode ter contribuido para o
intenso crescimento de microrganismos nos meios de cultura seletivos utilizados.

O teste de eficacia de desinfetantes realizado com as bactérias isoladas do ambiente do
Hospital Veterinario de Passo Fundo (HV-UPF) demostrou que o hipoclorito de sodio foi
ineficaz contra todas as bactérias testadas, pois era diluido no momento do uso, de forma
empirica, permitindo assim a contaminacdo cruzada para os demais ambientes, equipamentos e
instalacBes. Com relacdo ao alcool 70% se mostrou ineficaz contra a Enterobacter agglomerans
e S. epidermidis com trinta segundos de tempo de contato. A amonia quaternaria 3,5% foi
ineficaz contra a E. coli nos tempos de trinta segundos, um e cinco minutos, e a Pseudomonas
aeruginosa apos trinta segundos de contato (SANTOS et al. 2007).

Merianos (1991) corrobora que a eficacia de alguns produtos em destruir células
bacterianas depende de fatores como a concentracao do desinfetante, a natureza e densidade da
célula bacteriana, tempo de contato, temperatura do meio, 0 pH e a presenca de matéria
organica. Nas amostragens do centro cirdrgico podemos observar crescimentos sugestivos de
algumas bactérias, esta contaminacéo pode ter ocorrido por alguns fatores, como por exemplo,
a pessoa que realizou a limpeza, enfatizando que cada pessoa executa a limpeza de sua forma,
as diluicdes dos produtos também sdo influenciadores de eficacia, pode ocorrer diferenciacao
se 0s produtos sofrem alternéncia na ordem que séo aplicados.

No trabalho realizado por Simch et al. (2018), identificaram a microbiota presente em
superficies hospitalares de um Centro de Material Esterilizado (CME) antes e depois da
higienizacdo, nos resultados obtidos perceberam que, antes da higienizacao houve crescimento
microbiano em todas as superficies, ja ap6s a higienizacdo ndo houve crescimento em duas
superficies apenas, na abertura da torneira de metal e no frasco de detergente. No presente
estudo podemos verificar que 0 maior crescimento também ocorreu antes da higienizacéo das
superficies no qual correspondeu a amostra controle.

De acordo com um trabalho semelhante realizado por Silva et al. (2012), bactérias
identificadas como coco Gram positivas foram submetidas ao teste de catalase, as que tiveram
resultado como catalase positivas, foram inicialmente classificadas como Staphylococcus spp.

No presente estudo realizamos coloracdo de Gram para caracterizagdo microscopica das
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coldnias e também baseado nas caracteristicas teve como sugestivo cepas de Staphylococcus
sp, porém para confirmacéo se faz necessario a realizacéo de provas bioquimicas.

Moreira et al. (2018), identificaram uma grande variedade de géneros bacterianos
circulantes em ambiente hospitalar veterinario. Dentre as principais espécies e géneros
encontrados  destacaram-se:  Staphylococcus  coagulase-negativo, Micrococcus — sp,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp., Enterococcus sp., Escherichia coli e Proteus sp. Os
microrganismos sugestivos na presente pesquisa corroboram com os resultados do estudo
acima, no qual as col6nias que se formaram no meio de cultura macconkey, conforme suas
caracteristicas rdsea, regulares e bacilos Gram negativas sdo sugestivas de Enterobacter spp,
Pseudomonas spp ou Escherichia coli. No meio manitol o crescimento se apresentou de cor
amarela, brilhante e borda lisa, bem como cocos Gram positivo, que € sugestivo de
Staphylococcus.

As bactérias isoladas do ambiente do Hospital Veterinario da Universidade de Passo
Fundo foram Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Enterobacter agglomerans e Arcanobacterium pyogenes (SANTOS et al. 2007). Dados
semelhantes aos encontrados no presente estudo, onde sugerimos a presenca de Staphylococcus
sp, Pseudomonas sp, Escherichia coli e Enterobacter sp.

Os Staphylococcus sdo encontrados naturalmente nas mucosas do trato respiratorio,
urogenital e digestivo de seres humanos e animais mesmo sendo considerada parte da flora
natural dos seres, em algumas condi¢es podem tornar-se patogénicos e causar uma ampla
variedade de infeccdes. (GELATTI et al. 2009) As doencas provocadas por Staphylococcus vao
desde uma simples infeccdo (espinhas, furdnculos e celulites) até infecgdes graves (pneumonia,
meningite, endocardite, sindrome do choque tdxico, septicemia e outras) (SANTOS, 2007).
Dentre as espécies de estafilococos, Staphylococcus aureus € considerado um importante
patdgeno transmitido por alimentos e causador de doencas transmitidas entre seres humanos e
animais, incluindo infecgdes da glandula mamaria, também conhecidas como mastites (LEE et
al. 2012)

As pseuddmonas pertencem a microbiota normal das superficies da pele de humanos e
animais e plantas (FUENTEFRIA et al. 2008) também podem ser encontradas em ambientes
hospitalares (FILE et al. 1995), raramente causa infec¢cdes em individuos saudaveis pois possui
papel patdgeno oportunista (POLLACK 2000). Em um estudo realizado por Souza et al. (2005)
observou-se a prevaléncia de Pseudomonas aeruginosa em 17,07% dos otopatas, revelando a

importancia desse microrganismo nas infec¢des otoldgicas. Seol et al. (2002), ao estudarem a
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sensibilidade in vitro de cepas de Pseudomonas aeruginosa observaram que mais da metade
eram provenientes de cdes Cocker Spaniel.

A Escherichia coli € um microrganismo comensal, presente no intestino de mamiferos
e aves (FERREIRA & KNOBL, 2009), entretanto é apontado como um dos agentes bacterianos
mais frequentes em diarreias de seres humanos e animais. Além de ter grande importancia nas
lesGes extra intestinais em aves. (ALMEIDA et al. 2013)

As enterobactérias tém sido associadas a génese da endometrite equina, reconhecida
como um dos principais problemas reprodutivos na espécie, determinando prejuizos
decorrentes da queda de fertilidade, morte embrionaria, aborto e descarte de animais (AGUIAR
et al. 2005). Para Menezes et al. (2005) entre os microrganismos frequentes responsaveis por
infeccBes hospitalares do trato urinario esta este tipo de bactéria multirresistente, como

Enterobacter.
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6 CONCLUSOES

Perante os resultados obtidos neste estudo conclui-se que o alcool 70% para superficies
é o0 produto mais indicado enfatizando o seu risco minimo de alergias ou processo COrrosivo
qguando em contato com a pele. Conclui-se ainda que possivelmente as amostras com
crescimento de colonias podem ter sofrido influéncia pelo modo que foi realizado a
higienizacdo do local provocando interferéncias, assim também a pessoa que realiza tal
procedimento e a forma que é aplicada, sendo indicada uma limpeza prévia antes da aplicacéo
do alcool 70%. Ja no centro cirurgico além de sofrer influéncia pela pessoa que realiza a limpeza
também pode ser as dilui¢cbes dos produtos, a ordem que séo aplicados, 0 armazenamento, a
temperatura, entre outros fatores, sendo indicada limpeza prévia também e o uso de produtos
saneantes, e desinfetantes principalmente na presenca de matéria organica.

A influéncia que a limpeza sofre devido a pessoa que esta realizando é muito grande,
apos esta pesquisa percebe-se a deficiéncia em atitudes que melhorariam estes resultados como,
por exemplo, a capacitacéo da equipe de limpeza em linguagem simples e de facil entendimento
para eles, visto que trata-se de uma equipe que realiza um papel com bastante importancia no
ambiente hospitalar e encartes nas paredes do hospital mostrando a melhor forma de realizar a
limpeza também facilitaria pois tratando-se de um hospital escola varias pessoas tém acesso as
areas de atendimentos auxiliando na limpeza das superficies.

Lembrando que é um estudo pioneiro e que testes mais especificos, como provas
bioquimicas, antibiogramas, culturas podem ser realizados para identificacdo certeira das
bactérias oferecendo um diagndstico definitivo e claro estes testes serdo realizados de acordo
com a disponibilidade dos laboratdrios para que seja possivel tal identificacao.

Estudos como este nos possibilita concluir que microrganismos estdo realmente
interligados com a falta ou a forma incorreta de higienizacdo e 0 aumento de doencas esta
relacionado com microrganismos patogénicos que transmitem varios tipos de doencas como a

diarreia, infeccdo urinaria, doencas de pele se aproveitando de individuos imunossuprimidos.
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