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RESUMO

As bactérias podem constituir a microbiota de diversos seres, incluindo o homem. Com o avanco
tecnolégico, o estresse causado aos seres, levou a necessidade de adaptacdo dos mesmos. No
caso das bactérias, essa adaptacao é perceptivel em pouco tempo, uma vez que seu ciclo bioldgico
é curto. Um desequilibrio nas relagdes entre homens e bactérias, pode levar a problemas na
integridade da saude do hospedeiro, como infec¢des ambientais e hospitalares causadas por
bactérias multiresistentes com indices crescentes nos ultimos anos, manifestando-se com alta
morbidade e mortalidade. Pesquisas recentes evidenciam que as bactérias demonstram um perfil
de sobrevivéncia, ndo cultivo, em superficies secas de modo a manter a sua viruléncia quando
expostas a fluidos bioldgicos. O objetivo desse estudo foi documentar através de analises
laboratoriais a capacidade de sobrevivéncia das principais bactérias de interesse médico em
superficies abidticas. Tendo o fluido biolégico sangue permitido viabilidade por maior tempo.
Palavras chave: bactéria, adaptacao, multiresisténcia, fluido bioldgico, viabilidade.

EVALUATION OF CONSERVATION FEASIBILITY OF Staphylococcus aureus and Escherichia coli
UNDER THE INFLUENCE OF BIOLOGICAL FLUIDS ON DRY SURFACES.

ABSTRACT

The bacteria can constitute the microbiota of diverse beings, including humans. With the
technological advance, the stress caused to the beings lead to their need to adapt. In the case of
bacteria this adaptation is seen in a short period of time, once its biological cycle is short. An
unbalance in the relationship between humans and bacteria may lead to problems in the host’s
health, such as environment and hospital infections caused by multi-resistant with growing figures
in the past few years, presenting high morbidity and mortality rates. Recent researches highlight
that bacteria show a survival profile which is non-cultivated on dry surfaces in order to keep its
virulence when exposed to biological fluids. The objective of this study was to document through
laboratorial analysis the survival capability of the main bacteria of medical interest on abiotic
surfaces, having the biological fluid, the blood, allowed viability for a longer period of time.
Key words: bacteria, adaptation, multiresistant, biological fluid, viability
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INTRODUCAO

As bactérias podem ser encontradas
em todos os ambientes, uma vez que
dispdem de mecanismos que possibilitam a
conservacdo da sua viabilidade por longos
periodos de estresse’. Sdo capazes de
desempenhar diversas funcées quando em
equilibrio com os seres vivos que
compartilham o mesmo habitat e ainda com
os seres que mantém relacdes?.

O crescimento  bacteriano no
organismo do hospedeiro, sem causar
agressao é chamado de colonizag¢do, porém
0 mesmo microrganismo é capaz de induzir o
individuo a infeccdo, podendo ou ndo
apresentar manifestacdes clinicas, que
caracterizam diversificadas patologias, sedo
adquiridas tanto no ambiente comunitdrio
como no hospitalarz.

Andlises efetivas da condicao
ambiental do habitat de bactérias sdo
necessarias’, uma vez gue as bactérias
possuem a capacidade de adaptacao agil ao
meio, diretamente relacionada ao seu tempo
de vida, tornando-as aptas a responder
prontamente a perturbacdes ou estresse.
Inserida no ambiente hospitalar, as bactérias
sofrem varias pressbes do ambiente,
enfatizando o uso de multiplos
antimicrobianos que selecionam cepas mais
resistentes.

InfecgOes relacionadas a ambientes

hospitalares sao adquiridas pelo pacientes no
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decorrer de sua internacdo, tendo relagdo
direta com o tempo de internacdo e a alta
morbimortalidade, dispondo de um
acompanhamento de alto custo, tornando-se
oneroso para todas as partes envolvida®”.

O manejo dessas infec¢bes ainda é
desafiador para os controladores atuantes
nos sistemas de salde e responsaveis pelas
praticas epidemioldgicas®, constando a
frequente contaminagdo cruzada como
grande fator de disseminagdo, de 13 a 34.6%.

Dentre as principais bactérias de
interesse médico relacionadas a
contaminagdo ambiental estao o
Staphylococcus aureus e Escherichia coli’. O
correto rastreamento dessas linhagens de
bactérias dentro do ambiente hospitalar é
fator fundamental para a identificacdo de
uma provavel fonte de contaminagéos.

O género Staphylococcus, sdo
bactérias GRAM positivas, esféricas (cocos),
que formam agrupamentos irregulares em
cachos de uva, aerdbias ou anaerdbias
facultativas, imoveis, ndo produzem esporos,
apresentam parede revestida por
peptidoglicano e acido teicoico’. Constituem
a microbiota residente ou transitéria do
homem, mas sdo responsaveis por diversas
infeccdes, frequentemente presentes na
infeccdo primaria da corrente sanguinea,
infeccbes do trato respiratério inferior e de
podendo

sitio cirurgico, apresentar

resisténcia a uma ampla gama de
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antimicrobianos, além de  possuirem

mecanismos que  viabilizam a  sua
sobrevivéncia em periodos/ambientes de
estresse®’.

Pesquisas constantes com o intuito de
verificar a incidéncia de cepas de
Staphylococcus  aureus  multiresistentes
mostram que10 o0 ambiente hospitalar passou
a ser um reservatorio de cepas resistentes, as
quais sao responsdveis por infeccBes
hospitalares no mundo todo, e que exigem
um alto investimento monetdrio e com
consequéncias ao hospedeiro devido a
toxicidade terapéutica. Foi sugerido™ que
Staphylococcus aureus meticilina resistentes
(MRSA), podem ser isolados de ambientes
hospitalares e de trabalhadores da area e sao
de dificil erradicacdo e subsidiam o aumento
de infecgdes cruzadas.

As Enterobactérias sdao bactérias
GRAM - negativas que apresentam a forma
de bacilo, sdo isoladas em rotina laboratorial
com frequencia’. A esse grupo de bactérias
pertencem a Escherichia coli, bacilos GRAM -
negativos fermentadores, as quais estdo
entre as principais responsaveis por infeccdes
do trato urindrio (ITU)** e as cepas
patogénicas de Escherichia coli possuem
fimbrias que se aderem a células especificas
do intestino™ sendo um dos agentes
etiolégicos que aparece regularmente em

isolados em casos de diarréia no homem e

em diferentes espécies animais, E. coli
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normalmente apresenta cepas comensais no
homem, presentes no trato gastrintestinal e
n3o patogénicas™.

Algumas Enterobactérias
fermentadoras, tem apresentado
multiresisténcia a antibidticos, retratando um
grave problema de saude publica mundial,
tendo opgbes terapéuticas reduzidas e alta
taxa de mortalidade (30 dias em 40% a 50%).
O controle desses agentes patogénicos
necessita de a¢des multidisciplinares, como a
deteccdo de pacientes colonizados, pratica
de precaucdao de contato e tratamento
apropriado™.

Superficies secas e aparentemente
limpas, em ambiente hospitalar, podem ser
possiveis reservatdrios de bactérias, que
conseguem manter a capacidade de
sobrevivéncia, através de um estado de
bacteriostase (sem multiplicacdo), sendo
capaz de garantir seu potencial patogénico
por longos periodos nessa condigéolﬁ'”'m.

Os cocos GRAM - positivos e bacilos
GRAM - negativos apresentam uma alta
capacidade de sobrevivéncia em superficies
abidticas por longos periodos de tempo,
guando dispondo de proteinas derivadas de
fluidos bioldgicos (saliva, sangue e urina)®.
Esse estudo pode ser corroborado por Rossi e
colaboradores’’ que também verificou o
aumento da adesdo bacteriana a superficies

na presenca de fluidos bioldgicos. Ademais,

para manter a viabilidade, as bactérias,
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dependem de agua, nutrientes e outros
fatores para manter suas funcgles
metabdlicas’.

Considerando a relevancia da relagao
da contaminacdo ambiental por
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e
gue podem levar a infeccGes bacterianas de
alta morbidade e mortalidade em ambientes
hospitalares, presente trabalho teve como
objetivo  analisar a capacidade da
manutencdo da viabilidade desses patégenos
em superficies abidticas com ou sem a

influéncia de fluidos bioldgicos.

METODOS

A metodologia utilizada nesta
pesquisa foi adequada por ROSSI, D;
DEVIENNE, K. F.; RADDI, M. S. G., 2008.
Utilizou - se as cepas controle:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) que
apresenta como caracteristicas nao ser
produtora de PB-lactamase e Escherichia coli
(ATCC 35218) que é caracterizada por ser
produtora de B-actamase, dados obtidos
através do certificado e disponiveis no site da
ANVISA.

As cepas bacterianas foram cultivadas
em caldo BHI (Caldo Infusdo de cérebro e
coracdo - HIMEDIA) em fase exponencial,
centrifugadas por 10 minutos a 2500rpm. O
sedimento foi lavado e ressuspendido em

salina estéril para obtencdo de suspensdo

bacteriana correspondente ao padrdo 1,0 da
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escala de McFarland (3,0x10® unidades
formadoras de col6nias/mL). Adicionou-se a
suspensdo bacteriana, em concentragdo
volumétrica (v/v), sangue, urina, sendo que
ambos seriam descartados pelo laboratério
de Analises Clinicas, saliva artificial
(Manipulacdo a dose da Salivan, Apsen
Farmacéutica, S3ao Paulo, Brasil) e &gua
destilada estéril. Foram utilizados quatro
tipos de suportes com area de 3,0 cm? sendo
piso ceramico (LEF Ceramica modelo 3020,
PEI 4, qualidade A, espessura 7,7 mm),
fragmento de tecido em fibras de algodao
(branco) e em fibras sintéticas (azul) e
colchdo caixa de ovo (azul, espessura 7 mm).
Os suportes foram lavados, esterilizados,
contaminados com 20uL dos indculos e
armazenados em placas de Petri fechadas, as
quais foram mantidas em temperatura
ambiente. A viabilidade bacteriana foi
determinada através da imersdo de corpos
de prova em tubos contendo TSB (Caldo
Tripsicaseina de Soja), agitados
vagarosamente e incubados a 372C por até
trés dias. Os testes foram realizados em
triplicata, 24 horas apdés a contaminacdo dos
suportes, a cada 7 dias até auséncia do
crescimento bacteriano nos trés campos de
prova simultaneamente. Em relacdo ao
numero de corpos de prova inoculados no dia
zero, foram utilizados aproximadamente 300
corpos para cada material e liquido bioldgico.

Os experimentos foram acompanhados da
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suspensao bacteriana, na auséncia dos
fluidos bioldgicos, para o controle. Foram
realizadas diluicdes de 100uL do caldo
contaminado para 1,0mL de salina estéril, até
a diluicdo 4. Foram inoculados 100pL na
placa contendo Agar Mueller Hinton, e
colocados na Estufa a 37°2C por 24h. As
leituras foram realizadas através da técnica
de contagem padrdo em placas para

Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) com

35

resultados expressos em notacdo cientifica

em UFC/mL.

RESULTADOS

A cepa bacteriana Staphylococcus
aureus apresentou, em presenca do fluido
biolégico sangue na superficie tecido
algodao, crescimento e viabilidade maiores
em tempo e numero de unidade formadora

de colonias (Figura 1).
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Figura 1. Staphylococcus aureus com o fluido bioldgico sangue.

A superficie piso, manteve a
viabilidade, porém com presenca de menor
ndimero de colbnias. As superficies colchdo e
tecido sintético mantiveram viabilidade

semelhante a das outras, mas com numero

intermédiario de crescimento de colonias de
intermediario. O fluido bioldgico urina (Figura
2) apresentou viabilidade prolongada, porém

com numero de colbnias menor.
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Figura 2: Staphylococcus aureus com o fluido biolégico urina.

A saliva (Figura 3) assim como a urina, porém com resultados mais préximos ao do
apresentou numero de col6nias inferior fluido sangue.
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Figura 3: Staphylococcus aureus com o fluido bioldgico saliva.

Na presenca de 4dgua (Figura 4) o com numero menor de crescimento de

Staphylococcus  aureus  manteve  sua col6nias.

viabilidade por mais de 30 dias de estudo,
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Figura 4. Staphylococcus aureus com agua.

Staphylococcus aureus, apresentou
declinio minimo de tempo, com viabilidade
preservada até o segundo més de estudo
para todos os fluidos e a dgua, contudo o
ndmero de col6nias é varidvel perante a

influéncia de cada fluido e superficie. Ja a

cepa bacteriana de Escherichia  coli

pesquisada, apresentou declinio acentuado
guando comparada a cepa de Staphylococcus
aureus, tendo o sangue para todas as
superficies como o fluido bioldgico que
permitiu por maior tempo a viabilidade

(Figura 5).
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Figura 5. Escherichia coli com o fluido bioldgico sangue
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A cepa de Escherichia coli acompanhada
pelos fluidos, urina e saliva, e ainda a agua,

teve na quarta semana auséncia de

crescimento. Com o fluido bioldgico urina
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(Figura 6) em superficie tecido sintético, a
cepa demonstrou auséncia de crescimento

na terceira semana.
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Figura 6. Escherichia coli com o fluido bioldgico urina

Em presenca do fluido bioldgico saliva (Figura
7), exprimiu auséncia de crescimento de

col6nias em piso.
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Figura 7. Escherichia coli com o fluido bioldgico saliva.
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Em tecido sintético na presenca de 4agua
(Figura 8) ndo manifestou crescimento a

partir da terceira semana. Em relacdo a dgua
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e ao fluido biolégico urina, foi evidenciado

crescimento de menor niumero de colonias.
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Figura 8: Escherichia coli com agua

DISCUSSAO

A facilidade de adaptacdo e tolerancia
de microrganismos a ambientes variados
sucede principalmente por apresentarem
capacidade de dissipacdao, versatilidade
metabdlica, tamanho diminuido e a
transferéncia lateral de genes, conferindo
condicGes de adaptacdo a ambientes
inconstantes como o ambiente hospitalar. A
andlise da viabilidade bacteriana em
superficies abidticas presentes no hospital,
contribui para medidas de controle e
prevencdo dessas infeccGes associadas aos
cuidados em satude®. A viabilidade bacteriana
dos microrganismos pesquisados neste

estudo apresentou variacao de acordo com a

Semana

superficie e o fluido adicionados. Conforme
relatado nos resultados apresentados, o
fluido que apresentou maior eficacia na
preservacao das cepas bacterianas
pesquisadas, foi o sangue em todas as
superficies testadas. Esses resultados podem
ser corroborados por dados publicados por
Rossi e colaboradores'’, que realizaram um
estudo sobre a viabilidade de Staphylococcus
aureus associado a sangue, urina e saliva em
superficies secas. Em seus resultados foi
evidenciado que o sangue apresentou maior
capacidade de preservacdo da viabilidade
bacteriana. Em tecido algodao houve periodo

maior na manutencdo da viabilidade que em

tecido sintético, o que pode ser justificado
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por ter o tecido algoddo maior capacidade de
absorgdo. Neste estudo o Staphylococcus
aureus manteve a viabilidade em decréscimo
lento, expressando elevados resultados
mesmo na quarta semana. Em outro estudo
de superficies secas'’, avaliou diversos
microrganismos, bactérias GRAM positivas e
GRAM negativas, entre elas foram utilizadas
cepas controles de S. aureus e E. coli, e
constatou que as bactérias GRAM positivas
continuaram vidveis por tempo maior que as
GRAM negativas e em presenca de fluidos
bioldgicos a viabilidade bacteriana
aumentou. No presente trabalho foram
observados resultados para as amostras de
Staphylococcus aureus similares aos descritos
por este pesquisador. Escherichia coli foi um
dos microrganismos testados em estudo ao
qual avaliou - se a sobrevivéncia de
organismos bacterianos em papel no
ambiente hospitalar nas superficies secas
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sem a presencga de fluidos e a cepa de

Escherichia  coli  apresentou declinio
acentuado conforme demonstrado no
presente estudo e diminuiu gradativamente
sua viabilidade, tendo o fluido sangue no
tecido algoddo a mantido por maior tempo.
Demonstrando a partir da quarta semana
auséncia de crescimento em urina e dgua nas
superficies tecido sintético e algoddo. Esses
dados sdo corroborados pelos publicados por

Hirai*® relatando que a cepa de E. coli teve

diminui¢ao da viabilidade gradualmente. Em
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estudo sobre o S. aureus nas superficies da
UTI, foi ressaltado o potencial que as
superficies inanimadas contaminadas com
microrganismos tém em relagdio a
transmissdo dos mesmos, levando as
infeccdes associadas aos cuidados em saude,
atentando as medidas preventivas e de

controle®.

CONCLUSAO

A influéncia de fluidos biolégicos nas
superficies secas do ambiente hospitalar
permitiu que microrganismos patogénicos
mantivessem sua viabilidade por periodos
prolongados, tendo o sangue como o fluido
gue conservou as bactérias vidveis por
periodos prolongados e o tecido algodao
como a superficie que concedeu viabilidade

em maior tempo.
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