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Resumo

A presenga de bactérias que oferecem risco a saude ¢ comum em superficies inanimadas e equipamentos presentes no
ambiente hospitalar. Observa-se que em muitos pronto-atendimentos os pacientes sdo colocados em colchdes de macas
aparentemente sem desinfeccdo prévia, em alguns casos com sujidade aparente como sangue e secrecdes. Este fato
despertou o interesse de investigar a presenga de Staphylococcus aureus na superficie do colchdo da maca do Pronto
Socorro, uma vez que os pacientes podem estar expostos a riscos ¢ danos microbiologicos advindos do colchdo. Trata-
se de um estudo descritivo sobre os testes bioquimicos feitos para a identificacdo em laboratorio de microbiologia dos
Staphylococcus sp., recorte do Trabalho de Conclusdo de Curso que aborda a identificagdo de microrganismos nos
colchdes hospitalares do setor Pronto Socorro. Este estudo tem como objetivo descrever o a metodologia utilizada para
a realizag@o dos testes bioquimicos para a identificagdo em laboratorio de microbiologia dos Staphylococcus sp. A coleta
do material biologico foi feita através do meio Agar manitol salgado em placas de petri. Foram coletados 11 placas nos
colchdes de um hospital do interior. Concluiu-se que houve um crescimento de microorganismos, o qual foi possivel
identificar os Staphylococcus sp. Porém houve dificuldade em realizar os testes bioquimicos, sendo necessario uma busca
de informagdes sobre a microbiologia para realizar de forma fidedigna a pesquisa.
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Abstract

The presence of bacteria that provide health risk is common in inanimate surfaces and equipament present in the hospital. in
many ready-care patients are placed on trolleys mattresses apparently is observed without disinfection in some cases with
apparent dirt as blood and secretions. This fact aroused the interest to investigate the presence of Staphylococcus aureus
on the surface of the Emergency stretcher mattress, since patients may be exposed to risks and microbiological damages
arising out of the mattress. This is a descriptive study of the biochemical tests for the identification of Staphylococcus
sp microbiology lab., Cut the course conclusion work which addresses the identification of microorganisms in hospital
mattresses Emergency sector. This study aims to describe the methodology used to carry out the biochemical tests for
the microbiology laboratory for identification of Staphylococcus sp. The collection of biological material was made by
Agar salty mannitol in petri dishes. We collected 11 boards in the mattresses of a hospital interior. It was concluded that
there was a growth of microorganisms, which could be identified Staphylococcus sp. But it was difficult to carry out the
biochemical tests, requiring a search for information on microbiology to perform reliably research.
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Resumen

La presencia de bacterias que proporcionan riesgo para la salud es comtn en superficies inanimadas y equipos presentes
en el hospital. en muchos pacientes de atencion de listo se colocan en carros colchones aparentemente se observa sin
desinfeccion en algunos casos con la suciedad evidente a medida que la sangre y las secreciones. Este hecho despertd
el interés de investigar la presencia de Staphylococcus aureus en la superficie del colchon camilla de emergencia, ya
que los pacientes pueden estar expuestos a riesgos y dafios microbiologicos que se deriven del colchon. Se trata de un
estudio descriptivo de las pruebas bioquimicas para la identificacion de Staphylococcus sp laboratorio de microbiologia.,
Cortar el trabajo de conclusion de curso que se refiere a la identificacion de los microorganismos en el hospital sector
de colchones de emergencia. Este estudio tiene como objetivo describir la metodologia utilizada para llevar a cabo las
pruebas bioquimicas para el laboratorio de microbiologia para la identificacion de Staphylococcus sp. La recoleccion de
material biologico fue hecha por agar manitol salado en placas de Petri. Hemos recogido 11 rebotes en los colchones de
un interior del hospital. Se concluyé que habia un crecimiento de los microorganismos, lo que podria ser identificado
Staphylococcus sp. Pero era dificil de llevar a cabo las pruebas bioquimicas, lo que requiere una busqueda de informacion
en microbiologia para llevar a cabo la investigacion de forma fiable.
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Introducao

A assisténcia a satde vem, ao longo dos tempos,
evoluindo com os avangos cientificos e tecnologicos,
e tem refletido em melhoria das a¢des de saude para
a populacao. Porém, se por um lado se observa o
desenvolvimento cientifico-tecnoldgico nas agdes de
saude, por outro, tem-se observado que problemas
antigos ainda persistem e se ampliam em gravidade e
quantidade como ¢ o caso das infec¢des hospitalares.
Os procedimentos cada vez mais invasivos, a falta
de desinfeccdo adequada do ambiente e superficies
inanimadas secas, ao uso indiscriminado e a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos sao fatores que apontam
as infec¢des hospitalares como um grave problema de
saude publica’.

O monitoramento e o controle microbioldgico
deveria ser um cuidado instituido e relevante para o
diagndstico ambiental nas areas de satide, em especial
dos elementos e superficies que compde a unidade que
0 paciente ocupa e a deteccao de riscos para o paciente e
profissionais que atuam no ambiente. O monitoramento
ambiental ¢ um conjunto de medidas que garantem a
qualidade do ambiente. Estas medidas vao desde o
controle do ar que circula na area hospitalar, utensilios
e mobilidrio que constituem a unidade de saude.?

Microorganismos indesejaveis pode infectar tais
superficies. Varios microrganismos podem sobreviver e
se manter viaveis em superficies inanimadas secas por
dias, semanas e até meses®. E o tempo de sobrevivéncia
bacteriana nestas superficies podem ser aumentado na
presenca de fluidos bioldgicos como sangue, escarro
e urina, pois a matéria orgdnica favorece a adesdo
bacteriana sobre superficies inanimadas. Como exemplo,
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) podem permanecer viaveis por mais de 14 dias
em superficies®.

A limpeza das areas de trabalho em um hospital
faz parte das operagdes essenciais no processo de
higienizacdo e conforto do ambiente. A limpeza
hospitalar ¢ uma das medidas eficazes de prevencao
e controle para romper a cadeia epidemiologica das
infecgoes. A disseminagdo de virus, de bactérias e
de diversos fungos se da através do ar, da agua e das
superficies inanimadas. A limpeza e a desinfec¢do com
um desinfetante sdo eficazes em reduzir a infeccdo
cruzada, veiculada pelo ambiente.

Alguns autores* estabelecem limites de alerta e de
acdo para a detec¢do de contaminagao microbiologica,
e para o monitoramento das superficies inanimadas. Os
limites sdo expressos em unidades formadoras de colonia
(UFC), e quando adotados levam em consideragdo o
grau de limpeza da superficie.

Investigagdes epidemioldgicas nas quais amostras
microbiologicas foram coletadas do ambiente hospitalar

tém demonstrado que bactérias multirresistentes estdo
presentes em varios objetos e superficies. As superficies
com maior frequéncia de contaminagdo sdo pisos,
armagdes das camas, mesas, roupas utilizadas pelos
pacientes, travesseiros e colchdes?.

A presenga de bactérias ¢ comum em superficies
inanimadas e equipamentos presentes no ambiente
hospitalar. Tendo em vista as grandes emergéncias
hospitalares e a grande rotatividade de pacientes, por
ser a porta de entrada dos clientes que procuram por
atendimento, este estudo tem como objetivo descrever
a metodologia utilizada na realizagdo dos testes
bioquimicos para a identificagdo em laboratorio de
microbiologia dos Staphylococcus sp. no colchdao da
maca. O estudo contribuira como fonte de consulta para
outros profissionais principalmente da enfermagem, que
desejam investigar a presenga de microrganismos em
culturas, provenientes ou ndo de ambientes inanimados
hospitalares, como também incentivar os académicos e
profissionais da area de satde a desenvolverem estudos
que tragam evidéncias para a pratica profissional do
enfermeiro, um saber cientifico, fortalecendo assim a
Enfermagem.

Possibilitara, ainda a reflexdo dos profissionais
de saude que em sua pratica do cuidado atuam
diretamente com o paciente em situagdes de risco sobre
a contaminacdo do ambiental hospitalar, despertando
o interesse dos profissionais para novas pesquisas
para que invistam em interven¢des que favorecam a
adesdo de procedimentos que reduza ao minimo o risco
de infeccdes e os danos causados pela assisténcia ao
paciente.

Este estudo se justifica pelo fato de que na
literatura pesquisada ndo se identificam trabalhos na
enfermagem descrevendo o desenvolvimento da técnica
de cultivo em laboratério na integra. Identificam-
se estudos que citam a realizacdo dos testes mas ndo
descrevem como fazé-los, evidenciando uma lacuna
para o pesquisador que se interesse a pesquisar sobre
microbiologia ¢ meio ambiente hospitalar.

Os testes bioquimicos sdo utlizados para
identificar os microrganimos que causam infec¢des
no ambiente hospitalar. Os utilizados para identificar
Staphylococcus sp. segundo a Anvisa sdo a coloragdo de
gram, o teste de catalase,o teste de bacitracina, o teste
da coagulase e o teste com novobiocina.

Material e Métodos

Trata-se de um estudo descritivo sobre os
testes bioquimicos necessarios para a identificagdo de
Staphylococcussp.emlaboratoriodemicrobiologia,etapa
indispensavel para a investigacao microbioldgica.

Utilizou-se 11 placas de petri com microrganismos
colhidos nos colchdo damacado pronto socorro,oriundos
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da coleta de dados do Trabalho de Conclusdo de Curso
que aborda a Investigagdo Microbiologica do Colchdo da
Maca no Pronto Socorro: Um Estudo Sobre Seguranga
do Paciente. As placas preparadas foram colocadas em
contato diretamente com o colchdo. O meio de cultura
utilizado foi o Mannitol Salt Agar (Agar Manitol
salgado) que ¢ uma formulagdo concebida por Chapman
(1945), ¢ utilizado para o isolamento seletivo do género
Staphylococcus sp.

No momento da coleta, as placas foram
manuseadas com luvas estéreis, sobre uma toalha limpa
descartavel. As placas foram identificadas no fundo
com etiqueta contendo: a numeracdo de ordem de
coleta dos colchdes, o quadrante colhido, a data e¢ hora
do plaqueamento. As amostras foram colhidas uma so6
vez do quadrante sorteado, encostando a superficie do
meio de cultura no local a ser colhido, fazendo pressao
uniforme no fundo da placa, por dez segundos. Para
evitar qualquer tipo de contaminag¢do foi colocada uma
chama azul tipo bico de bunsen proxima ao local da
coleta.

Decorrido o tempo de 24hs de incubagdo foi
realizada a observagdo macroscopica da placa, que
consiste na observagdo do aspecto colonial, tamanho,
cor, bordos regulares ou irregulares e quantidade de
colénias. As coldnias que eram parecidas com as de
Staphylococcus sp. foram selecionadas para fazer a
coloragdo de Gram e os testes bioquimicos. A coloragao
de Gram® consiste em colocar uma gota de agua
destilada em uma lamina, com uma alga bacterioldgica
flambada no bico de Bunsen, colocar uma algada do
microrganismo ¢ fazer um esfregago; deixar secar e
proceder a coloragdo da seguinte forma: com uma
pipeta cobrir a lamina com cristal violeta esperar um
minuto e lavar com um filete de dgua, fazer o mesmo
procedimento com lugol, lavar com alcool e colocar
safranina por mais 30 segundos.

O teste da catalase ¢ realizado para diferenciar
o género Staphylococcus sp. do Streptococcus de
sp. Com uma alga bacteriologica coleta-se o centro
de uma coldnia e esfrega-se em uma lamina de vidro,
colocando sobre esse esfregaco uma gota de Perdxido de
Hidrogénio (H,O, - agua oxigenada) a 3% observando
o desprendimento de bolhas caracteristico de formagao
de oxigénio. Para a familia Staphylococcaceae
(estafilococos) a prova ¢ geralmente positiva, enquanto
que para a familia Streptococcaceae (estreptococos) €
negativa.

O teste da bacitracina ¢ realizado para diferenciar
Staphylococcus sp. de Micrococos sp. O mais importante
na identificacdo da familia Staphylococcaceae ¢ a
prova da catalase, porem cocos Gram positivos como:
Micrococcus, Planococcus, Alloiococcus, Rothia
mucilaginosa e Kocuria cristinae, de pouca importancia
clinica, também sdo catalase positiva, mas podem ser
diferenciados dos Staphylococcus sp. pelo teste da

bacitracina com disco de 0,04UI onde Micrococcus sao
sensiveis e Staphylococcus sp. sdo resistentes. Os discos
sao inoculados em Agar Mueller Hinton e incubados a
35° por 24 he.

O teste da coagulase ¢ utilizado para distinguir
Staphylococcus aureus dos Staphylococcus ndo aureus.
Consiste em juntar em um tubo de ensaio ou eppendorf
100 microlitros de plasma de sangue de coelho ¢ uma
suspensao de microrganismos (provenientes de caldo de
cultura ou coldnias de um meio s6lido) e incubar a 37°
C. A formacao de codgulos as 4h, as 6 h ou as 24 h de
incubacgdo ¢ interpretada como uma prova positiva, isto
significa que sdo Staphylococcus aureus®. A auséncia
de coagulagao apds 24 horas de incubagao ¢ uma prova
negativa, significa que sdo Staphylococcus sp. coagulase
negativa.

O teste com o novobiocina ¢ usado para identificar
a espécie de Staphylococcus coagulase negativa e os
Staphylococcus coagulase negativa de interesse sao
subdivididos em dois grupos: S. saprophyticus € nao S.
saprophyticus, ascepasde Staphylococcus saprophyticus
s30 resistentes € 0s ndo S. saprophyticus sdo sensiveis
ao novobicina.® O microrganismo ¢é semeado em
placa de Muller Hinton acrescida de um disco teste de
novobiocina contendo 5 pg e incubados a 35° por 24h.
As amostras resistentes mostram zonas de inibi¢ao de 6
a 12 mm, enquanto as susceptiveis apresentam halos de
16 mm ou mais.

Estes sdo os testes utilizado no laboratério de
microbiologia para identificar os Staphylococcus sp.

Resultados e Discussao

Apoés 24h de incubacdo foi feito a avaliagdo
do crescimento e a contagem das colOnias nas placas
de petri. Semelhante a pesquisa realizada por outros
autores’ onde foi observado o crescimento de 89% das
amostras semeadas enquanto no presente estudo houve
crescimento bacteriano em 100%. Foram encontradas
colonias com caracteristicas variadas; de tamanho
pequeno, médio e grande; cor branca perolada, amarelo
claro, amarelo escuro e cinza claro; aspecto brilhoso e
fosco; bordas regulares e irregulares.’

Com relagdo a coloracdo de Gram das laminas
confeccionadas 100% deram G+, com a forma de cocos
arranjo de cachos irregulares, aos pares, isolados, tétrade
ou em cadeia apresentando a cor violeta semelhante a
outros estudos realizados.®

Na literatura ¢ descrito que o método utilizado
para diferenciar dois géneros de importancia clinica
¢ a prova da Catalase. Essa prova ¢ importante
para diferencias as bactérias em formas de cocos
denominadas Staphylococcus sp. dos Streptococcus
sp.” Como resultado obtido no presente estudo todas as
amostras (100%) foram catalase positiva evidenciando
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a presenga de Staphylococcus sp.

Como resultado do teste da bacitracina (0,004
Ul) todas as amostras (100%) foram resistentes, o que
evidéncia que nas amostras s6 havia Staphylococcus sp.
Outros autores’ obtiveram resultados semelhantes em
pesquisas realizadas no isolamento e identificacdo de
microrganismos de importancia médica.

No teste de coagulase, parecido com o trabalho
anteriormente desenvolvido’ houve coagulacao de 14%
das amostras nas 24hs de incubagdo. Sendo observado
assim amostras Staphylococcus coagulase positivo e
Staphylococcus coagulase negativa.

No teste de suscetibilidade a novobiocina as
amostras deram tanto resistentes (63,5%) quanto
sensiveis  (36,5%); evidenciando que existem
Staphylococcus aureus, S. saprophyticus sp. e ndo S.
saprophyticus sp. de acordo com resultados observados
em trabalhos pesquisados.’

A incidéncia de micoorganismos nos colchoes da
maca aponta que houve contamina¢do microbioldgica
por Staphylococcus aureos e Staphylococcus coagulase
negativa Saprophyticus e ndo Saprophyticus de forma
disseminada em todas as macas em uso no Pronto
Socorro. Este fato demonstra que as superficies
ambientais estdo contaminadas e contribuem para a
transmissdo de infecgdo ao cliente. Pode-se inferir que
a contaminacdo do colchdo da maca pode levar a um
dano ao paciente.

Os Staphylococcus aureus sdo capazes de
sobreviver dias ou até semanas nas superficies de
ambientes de servigos de satde.!® Os pacientes expostos
a ele podem desenvolver doencas, que vao desde uma
simples infecgdo (espinhas, furtinculos e celulites) até
infecgdes graves (pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque toxico, septicemia e outras).
Sabe-se que o desenvolvimento de uma infecgdo ndo
depende apenas da contaminagdo da superficie em
que o paciente ¢ colocado. Necessita considerar a
habilidade dos microrganismos permanecerem viaveis
sobre superficies secas distintas, a frequéncia com que
eles contaminam superficies comumente manipuladas
por pacientes e profissionais de satde, e se os niveis
de contaminagdo sdo suficientemente elevados a fim de
ocasionar a transmissao aos pacientes.

A prevencao e o controle de infeccio devem fazer
parte da filosofia da formagdo dos profissionais da area
da saude e do processo de educacdo continuada durante
o exercicio profissional, viabilizando a necessaria
atualizag¢do permanente dos profissionais.!!

Nos servicos de urgéncia e emergéncia 0s riscos
inerentes a prestagdo da assisténcia de enfermagem
aumentam consideravelmente o indice de infeccdes,
visto que os profissionais e clientes sdo expostos a
um ambiente de trabalho que facilita o surgimento de
infecgdes cruzadas, pela grande demanda de pacientes
politraumatizados, com sangramentos e eliminagdes.'?

Os testes bioquimicos utilizados neste estudo
sdo eficazes no diagnodsticos de micoorganismos,
principalmente de Staphylococcus sp. Porém sio
necessarios laboratorios especificos para a microscopia
ambiental, com profissionais treinados e materiais
adequados,® o Laboratério de Microbiologia tem
como objetivo, ndo apenas apontar o responsavel
por um determinado estado infeccioso, mas também
dar condicdes para que se possa indicar, através do
monitoramento de populagdes microbianas, qual o
perfil dos micro-organismos que estdo interagindo com
o organismo humano, possibilitando a indicagdo de
tratamentos mais adequados.

Entretanto para desempenho satisfatorio dessa
funcdo, e fundamental que os laboratorios possuam
estrutura capaz de estabelecer informagdes sobre a
melhor amostra biologica, reconhecer a microbiota e os
contaminantes, identificar microorganismos associados
a infeccao ou com propositos epidemiologicos, obter
resultados rapidos em casos de emergéncia.

Seria necessario oferecer uma educagido
continuada emrelagdo aos protocolos de testes realizados
em laboratodrios, com exclarecimentos de como, quando
e porque fazer.

Consideracoes Finais

A presenca de qualquer tipo de microrganismo
patogénico em superficies hospitalares proximas ao
paciente apresenta um risco a sua saude e pode tornar-
se um dano. Sendo assim, a detec¢do e a identificacdo
de contaminantes microbianos fornece uma importante
informacao para localizar a fonte da contaminagdo, a
implementagdo de agdes corretivas e o conhecimento
da composi¢do da comunidade microbiana da area
amostrada.

Espera-se que este artigo sirva como propulsor
para que outras pesquisas venham a ser desenvolvidas
por enfermeiros, pois sO assim conseguiremos ampliar
evidéncias cientificas em nosso meio. Que a partir de
agora a divulgacdo desses testes se torne mais acessivel
e de facil entendimento a todos os profissionais que
desejam seguir em uma pesquisa microbioldgica.
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