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RESUMO

LAGE, Rafael Cunha Reis. Prevaléncia de Staphylococcus coagulase-positivos e negativos
em superficies de quartos hospitalares: validacio do meio Agar Sal Manitol como

ferramenta de monitoramento ambiental. Bambui: IFMG campus Bambui, 2025.

Os Staphylococcus sao microrganismos de grande relevancia em infec¢des hospitalares,
especialmente aquelas associadas a dispositivos médicos e superficies ambientais. A correta
identificacdo de Staphylococcus aureus € crucial para o manejo clinico adequado e para o
controle da contaminagdo ambiental. Este estudo propds-se a comparar a prevaléncia de
Staphylococcus coagulase-positivos e coagulase-negativos em superficies de quartos
hospitalares ocupados e desocupados, e a avaliar a eficacia do meio de cultura Mannitol Salt
Agar (MSA) como método de triagem presuntiva para S. aureus. Trata-se de um estudo
observacional transversal que analisou amostras de seis pontos amostrais (travesseiro face
frontal e posterior, colchdo regido cefalica e podalica, piso préximo ao leito e piso proximo a
porta) em quatro quartos hospitalares, sendo trés ocupados e um pos-limpeza. Os isolados foram
cultivados em MSA e submetidos a contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/cm?),
seguida de confirmacao através de coloragao de Gram, teste da catalase e teste da coagulase em
tubo. A performance do MSA foi avaliada por meio do calculo de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos e indice Kappa, utilizando o teste da coagulase como padrao-ouro. Foram
recuperadas aproximadamente 2.231 colonias totais, das quais 123 isolados confirmados como
Staphylococcus foram submetidos aos testes confirmatorios. Os resultados demonstraram
distribuicao equilibrada entre Staphylococcus coagulase-positivos (51,2%) e coagulase-
negativos (48,8%). Os pontos de piso concentraram 63,8% da carga microbiana total, enquanto
0 quarto poés-limpeza apresentou reducdo da contaminagdo (p < 0,05). O MSA demonstrou
sensibilidade de 74,6%, especificidade de 76,7%, valor preditivo positivo de 77,0% e valor
preditivo negativo de 74,2%, com concordancia moderada (Kappa = 0,51) em relacao ao teste
da coagulase. Os resultados visam contribuir para a vigilancia microbioldgica hospitalar e
validam o MSA como ferramenta de triagem custo-efetiva, embora confirmacao adicional seja

necessaria para identifica¢do definitiva.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Staphylococcus Coagulase-Negativos. Mannitol Salt

Agar. Infeccdo Hospitalar. Diagnostico Microbioldgico. Contaminagdo Ambiental
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ABSTRACT

LAGE, Rafael Cunha Reis. Prevalence of coagulase-positive and coagulase-negative
Staphylococci on hospital room surfaces: validation of Mannitol Salt Agar as an

environmental monitoring tool. Bambui, MG. X. IFMG — Bambui Campus, 2025.

Staphylococcus are microorganisms of great relevance in healthcare-associated
infections, especially those related to medical devices and environmental surfaces. The correct
identification of Staphylococcus aureus is crucial for appropriate clinical management and
environmental contamination control. This study aimed to compare the prevalence of
coagulase-positive and coagulase-negative Staphylococcus on surfaces of occupied and
unoccupied hospital rooms, and to evaluate the effectiveness of Mannitol Salt Agar (MSA)
culture medium as a presumptive screening method for S. aureus. This is a cross-sectional
observational study that analyzed samples from six sampling points (pillow front and back face,
mattress cephalic and podalic region, floor near the bed and floor near the door) in four hospital
rooms, three occupied and one post-cleaning. Isolates were cultured on MSA and subjected to
Colony Forming Units (CFU/cm?) counting, followed by confirmation through Gram staining,
catalase test and tube coagulase test. MSA performance was evaluated through calculation of
sensitivity, specificity, predictive values and Kappa index, using the coagulase test as gold
standard. Approximately 2,231 total colonies were recovered, of which 123 isolates confirmed
as Staphylococcus were subjected to confirmatory tests. Results demonstrated balanced
distribution between coagulase-positive (51.2%) and coagulase-negative (48.8%)
Staphylococcus. Floor sampling points concentrated 63.8% of total microbial load, while the
post-cleaning room showed significant contamination reduction (p < 0.05). MSA demonstrated
sensitivity of 74.6%, specificity of 76.7%, positive predictive value of 77.0% and negative
predictive value of 74.2%, with moderate agreement (Kappa = 0.51) in relation to coagulase
test. Results aim to contribute to hospital microbiological surveillance and validate MSA as a
cost-effective screening tool, although additional confirmation is necessary for definitive

identification.

Keywords: Staphylococcus aureus. Coagulase-Negative Staphylococcus. Mannitol Salt Agar.

Healthcare-Associated Infection. Microbiological Diagnosis. Environmental Contamination.



11

SUMARIO
INTRODUGAO ...ttt 14
OBJIETIVOS .ottt et ettt et e bt e et e s bt e e beesaeeenne 17
2.0, ODbJetivo Geral ...........oooooiiiiiiiiiii e e e e e e aaeeeenn 17
2.2, ODbjetivo ESPeCIfICO .......cc.eoiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee ettt 17
REFERENCIAL TEORICO ...........oooiiiiiiiieiinseieeeses st sesseens 18
3.1.  Caracterizaciio microbiologica do ambiente hospitalar .....................c.....o... 18
3.2. Fontes de contaminaCA0 ..................cooeiiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiieeeee e e e et 18

3.3.  Conceito de biocarga e sua relacdo com infec¢oes relacionadas a assisténcia a

SAUAE (TRAS) ..o ettt e e e et e e e et e e e e e sabaeeeesataeeeeesseeeeanns 19
3.4.  Superficies hospitalares como reservatérios microbianos.................................. 20
3.4.1. Superficies de alto cOntato ........................cccococoveeeiieiiiniiiiiiniieiieneeeeeeee, 20
3.4.2. Superficies proximas @0 PACIERLe........................ccooeecueeeiveeeeieeeieeenieeeenireesniseeens 20
3.4.3.  PiS0S ROSPILALATES ...............cceoooeeeeeiieeiee et te e s aee e sbeesnaaaeen 21
3.5. Importincia do monitoramento ambiental em hospitais....................c.coceee 22
3.5.1. Relacdo entre contaminacdo ambiental e IRAS ........................cc.ouevvveeeeeennnnn... 22
3.5.2. Indicadores de qualidade da limpeza hospitalar .......................cccccceeveuevennce.. 22
3.5.3. Protocolos de vigilincia microbiologica ambiental ........................................... 23
3.6.  Praticas de limpeza e desinfeccdo hospitalar ........................c.oooiiiiiiiiin 24
3.6.1. Limpeza concorrente versus termingl......................cccoccueevivieiniieiniieinieennaeenn. 24
3.6.2. Agentes quimicos UHlIZAAOS ......................cccoovuimviiniiiiiiiniiiiiieee e, 25
3.6.3.  FreqUéNCia € tECHICAS ....................ooeecueeeieeeeeieeeeieeesieeeieeeeeaeeesaeeesseesnaseesnnseeens 26
3.7.  Género Staphylococcus: aspectos SErais ...............ccceeeveveeeniieeniieeeniie e 26
3.7.1. Classificacdo taxondémica e CaracteriStiCas ....................ccuuveeneueenieeenieernieeenns 26
3.7.2. MetaboliSmo e creSCImMento .......................cccooueevueiniuiesiinienieenieeeeeie e 27
3.8.  Staphylococcus coagulase-positivos.................ccocuvveviiiiiiieiniie e 28
3.8.1. Classificagc@o e principais eSPECIES................c.c.cccueeevueeeiureeiieenireeesiseeesiseessseeans 28
3.8.2. Fatores de VIrUICNCIa .......................cccooouiiviiniiiiiiiieiiiiceeceeeeeee e 28
3.8.3. Resisténcia antimicrobiana: MRSA..................cccccocccovviviimiiiniiiniinieeeeneenn, 29
3.8.4. Prevaléncia em ambientes hospitalares .........................ccccoeeeveeeevcceveeenicieeannnnnn, 30
3.9.  Staphylococcus coagulase-negativos (ECN).............ocooiviiiiiiiiiiiiiieeee, 31

3.9.1. Principais espécies e microbiota normal ...........................cccccovevevviiiiniieeinnnann. 31



12

3.9.2.  Papel como patégenos OPOTTURISIAS ..................ccoeeeueeeieeeeiieeeiieeniiieenneesnaeeens 31
3.9.3. Capacidade de formacao de biofilme...........................cccoooveveeviviiiniiiinieannananns 32
3.9.4. Resisténcia antimicrobiana em ECN .....................ccccccovvveemiciieeeiiiieeeeiieeeenenn, 33
3.10. Mannitol Salt Agar (MSA): composicio e fundamentos ...................ccceeeennnen.. 33
3.10.1.  Composic@0 dO MEIO....................ccc.coovueeeeiiiaiiieaiieeeiieeeieeeteesiteesieeenaee e 33
3.10.2.  Principios de seletividade ..........................cccoovvuviimiiiiiiiiiniiieiiieeeiee e 34
3.10.3.  Principios de diferenciag@o ........................cooecueeeeeeiveeeesiiieeeeiiiieeeeiiieeeenens 34
3.10.4. Limitacoes do Meio ........................ccocecuvveeeeiieeeeeciiiieeeeeeeeeeeecciiereee e e eeenaes 36
4. METODOLOGIA .....c.oooiiiiie ettt sttt et eae e 37
4.1, TIPO A€ @STUAO .......oooeiiieiiiieiie e et 37
4.2, LoCal dO eSTUAO ......ooeeiiiiiiiiiiiie e e 37
4.3, Pontos AMOSTIALS .........ooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e s 37
4.4. Caracteristicas dos quartos avaliados .................cccccooeiiiiniiiiiniiienee e, 38
4.5. Procedimento de coleta .................coociiiiiiiiiiiiiii e 38
4.5.1. Coletas em quartos OCUPAAOS .........................ccoeecuueeeeeeceiieeeiiieeeeeicieeeeenreee e 38
4.6. Técmica de Coleta.............c.oooiiiiiiiiiiiiii e 38
4.6.1. Materiais para@ COleta ........................ccooeeoueeeeuiiaiiieeiieeeiieeeteeeeteeeieeenseesnaee e 38
4.6.2. Procedimento de coleta...........................ccoooeueieicuieaiieeaiieeeiieeeieeeiieesiee e 39
4.7.  Processamento das amOSEIAS .............ccceeiiiiiiiiniiiiieiie e 39
4.7.1. Materiais para ProCeSSAMENLO ......................coceeeeueeeueesueeneeeaieeneeeneeneensneenneenne 39
4.7.2. Preparo das GMOSIIAS ..................ccccoceeeuieneiniiiiieieiieiteeie ettt 39
4.7.3. Semeadura e inCubACAO..............................c..ooveeeeeeeiaaeeiieeeeeee e 40
4.8.  Analise microbiolOgica .................coooiiiiiiiiiiiii e 40
4.8.1. Materiais para andlise microbioldgica .........................cccooevveeveiiiniiiiniiiinaeann. 40
4.8.2. Leitura e isolamento Primario........................cccoccueeeeueeeieeeniieiniieeniieeenieesnaeenns 40
4.8.3.  TeStes CONJIrMALOTIOS ................cc.ooevcueeeeieeeeieeeiieeeiieeeciieeeteesteesseeeeseesenaeeens 41
4.8.4. Congelamento dos isolados ...........................cccoccuueeeeeeeiieieiieeeiieeeiieeeee e 43
4.9. AnAlise eStatiStICA..........ccceoiiiiiiiiiiiice e 43
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ ..........ccocoociiiiiiiineinesiiesiesiceiseeseseeesisessaesens 45
5.1.  Caracterizacao geral das amostras coletadas ...................c.coeceieiiiiiniinenceeenen. 45
5.2.  Analise quantitativa da carga microbiana por tipo de superficie...................... 47
5.3. Recuperacio e quantificacio de colonias em meio MSA .................cccveeiiennnn. 47

5.4. Comparacio entre quartos ocupados e quarto limpo..............cccccccooeveennennnen. 49



13

5.5. Diferencia¢ao fenotipica dos Staphylococcus: Testes confirmatorios (catalase,

Gram € COAZUIASE)........cc.ooiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt s e e st e e st eeesabeessnseeenseeens 50
5.5.1. Teste da catalase ........................oooeueeeeeeeiiiiieeeiiieeeeeiee et eaee e sree e 50
5.5.2. Colorac@o de Gram.......................ccccccuuvuveeeieeeeeieeciiieeeeeeee e e e e e e e eetraraea e 51
5.5.3. Teste da coagulase.........................oouueeeiueeeeiuiiiaiiiieeiiieeeiieeeieeeeteesteesaee s 52

5.6.  Prevaléncia de Staphylococcus coagulase-positivos e negativos ......................... 54

5.7. Avaliacdo do desempenho do meio Mannitol Salt Agar: Sensibilidade e

Especificidade
................................................................................................................................ 56
5.8. Identificacio de pontos criticos de contaminacao ...............cccccceevvvevrieeneeenen. 58
5.9. Relacio entre tempo de ocupac¢io e carga microbiana ..................ccccceeveenen. 60
5.10. Analise da contaminacfio por patologia..................ccccooiiiiiiiiiiiniiei 61
6. CONSIDERAGCOES FINAIS ........c.cooviiimiieieeeeeeeeeeteeeeee e, 65

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....o.ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 67



14

1. INTRODUCAO

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) representam um dos
desafios para a seguranca do paciente em todo o mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2024a). A Organizagcdo Mundial da Satde estima que centenas de milhdes
de pacientes sdo afetados a cada ano por infec¢des adquiridas durante o cuidado hospitalar,
resultando em prolongamento do tempo de internagdo, aumento dos custos assistenciais e
elevagdo das taxas de morbimortalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024a). O
ambiente hospitalar constitui um ecossistema onde microrganismos patogénicos encontram
condi¢des para sua persisténcia e disseminacdo, estabelecendo-se como reservatorios que
perpetuam ciclos de transmissao entre pacientes, profissionais de satde e visitantes (ODOYO
etal.,2023).

Nos ultimos anos, a compreensdo sobre o papel das superficies inanimadas na
transmissdo de patogenos hospitalares evoluiu de forma consideravel. Superficies de alto
contato, como grades de leito, colchdes, travesseiros e pisos proximos ao paciente, sao
reconhecidas como pontos criticos na epidemiologia das IRAS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). A contaminag¢do destas superficies ndo representa apenas um
indicador da qualidade dos processos de limpeza e desinfeccdo, mas configura-se como um
fator de risco para a ocorréncia de infecgdes nosocomiais (DANCER, 2023).

Entre os microrganismos hospitalares, Staphylococcus aureus, representante dos
coagulase-positivos, destaca-se como um dos patdgenos mais prevalentes, sendo responsavel
por manifestacdes clinicas que variam desde infec¢des de pele até quadros invasivos como
bacteremias, endocardites e pneumonias (TAYLOR; TOBIN; UNAKAL, 2025). A capacidade
deste microrganismo de produzir fatores de viruléncia e desenvolver resisténcia a
antimicrobianos, incluindo a meticilina, consolidaram o S. aureus como uma das ameagas a
saude publica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024a).

Por outro lado, os Staphylococcus coagulase-negativos (ECN), antes considerados
comensais da pele e mucosas humanas, surgiram, nas Ultimas décadas, como patdgenos
oportunistas. Espécies como Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus e
Staphylococcus hominis tornaram-se agentes etiologicos de infecgdes associadas a dispositivos
médicos implantdveis, bacteremias em pacientes imunocomprometidos e infecgdes em
unidades de terapia intensiva neonatal (MENEZES et al., 2022). A capacidade dos ECN de

formar biofilmes, em superficies, confere a esses microrganismos resisténcia aos processos de
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limpeza, desinfec¢do e a acdo de antimicrobianos, favorecendo sua persisténcia no ambiente
hospitalar (MICHALIK et al., 2020).

A detecgao e identificagao de Staphylococcus, em ambientes hospitalares, requerem
métodos diagndsticos que equilibrem confiabilidade, rapidez e viabilidade economica. O meio
de cultura Mannitol Salt Agar (MSA) consolidou-se como ferramenta de triagem presuntiva
para S. aureus. No entanto, sua especificidade apresenta limitagdes, uma vez que algumas
espécies de Staphylococcus coagulase-negativos, como S. xylosus € S. saprophyticus, também
sdo capazes de fermentar o manitol, podendo gerar resultados falso-positivos (SHITTU et al.,
2006; AYENI et al., 2017). Além disso, a prevaléncia de Staphylococcus coagulase-positivos e
coagulase-negativos, em diferentes superficies hospitalares, permanece caracterizada de forma
incompleta, em particular, em hospitais de médio porte no contexto brasileiro, onde os recursos
laboratoriais sdo limitados com frequéncia (DRESCH et al., 2018).

A relevancia deste estudo, do ponto de vista epidemiologico, fornecera dados
locorregionais sobre a prevaléncia de Staphylococcus coagulase-positivos e coagulase-
negativos em ambientes hospitalares, na regido de Bambui, Minas Gerais. A caracteriza¢do do
perfil microbiologico local ¢ importante para a implementacao de estratégias de controle de
infeccdo, baseadas em evidéncias contextualizadas a realidade da regido, considerando que
padrdes de colonizacdo e resisténcia antimicrobiana podem variar de forma significativa entre
diferentes regides geograficas e entre instituicOes com caracteristicas estruturais distintas
(PETERS et al., 2022).

Logo, levando em consideragdo a presenca de Staphylococcus nas superficies
hospitalares e as condigdes que intermediam o processo de internagdo, permanéncia e alta dos
pacientes, levanta-se o questionamento sobre qual € a relacdo entre o tempo de internagdo e o
motivo de internagdo, com a presenca e densidade de Staphylococcus coagulase-positivos e
coagulase-negativos em superficies de alto contato. Adicionalmente, questiona-se qual ¢ a
eficacia dos protocolos de limpeza e desinfec¢dao, implementados na institui¢ao, para redugao
da carga microbiana ambiental e qual ¢ o desempenho diagndstico do meio MSA como
ferramenta de triagem presuntiva para S. aureus, em amostras ambientais hospitalares.

Provavelmente, a prevaléncia e diversidade de Staphylococcus devem sofrer
alteragdes relacionadas ao tempo de permanéncia dos pacientes nos quartos, ao tipo de patologia
que motivou a internagdo ¢ a intensidade do contato com as superficies, mediadas pela
competicdo microbiana, pelas variacdes nas condigdes de higieniza¢do e pela dindmica de
colonizagdo que se estabelece de forma progressiva durante o periodo de internacdo. Da mesma

forma, ¢ possivel que a acuracia do MSA como método presuntivo seja influenciada pela
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complexidade da microbiota ambiental hospitalar, onde a presenca de ECN fermentadores de
manitol poderia resultar em taxas de falso-positivos superiores aquelas observadas em amostras
clinicas, comprometendo sua especificidade diagnostica.

Compreender estas relacoes e validar as ferramentas disponiveis possibilita
correlagdes mais precisas entre vigildncia ambiental, riscos de transmissao e efetividade das
medidas de controle, contribuindo para uma otimizag¢do dos protocolos institucionais e para a

seguranca dos pacientes assistidos em hospitais de médio porte, no futuro.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Comparar o perfil de Staphylococcus Coagulase-Positivos e Negativos isolados de
diferentes superficies de quartos hospitalares ocupados e desocupados, avaliando a eficiéncia

do meio Mannitol Salt Agar como ferramenta de isolamento e identificagdo presuntiva.

2.2. Objetivo Especifico

e Quantificar a carga microbiana de Staphylococcus em diferentes pontos amostrais
(travesseiros, colchdo, piso) de quartos hospitalares ocupados;

e Comparar a prevaléncia de Staphylococcus entre quartos ocupados por pacientes e
quartos apos processo de limpeza/desocupados;

e Diferenciar fenotipicamente isolados de Staphylococcus coagulase-positivos e
coagulase-negativos, através dos testes de catalase, Gram e coagulase em tubo;

e Avaliar a sensibilidade e especificidade do meio Mannitol Salt Agar na detecgdo
presuntiva de Staphylococcus aureus, em amostras ambientais;

e [dentificar os pontos amostrais com maior contaminagdo por Staphylococcus
potencialmente patogénicos;

e (Correlacionar o tempo de ocupacao do leito com a carga microbiana recuperada nas
diferentes superficies avaliadas;

e Analisar possivel relacdo entre o motivo da internacdo do paciente com a carga

microbiana.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Caracterizacido microbiologica do ambiente hospitalar

O ambiente hospitalar abriga uma diversidade microbiana complexa, constituida
por bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Esta composi¢do heterogénea
representa um desafio constante para o controle de infec¢des e manutengdo da segurancga dos
pacientes (ODOYO et al., 2023).

Entre os microrganismos Gram-positivos de maior relevancia clinica, os
Staphylococcus ocupam posicao de destaque, com énfase em Staphylococcus aureus € nos
Staphylococcus Coagulase-Negativos (ECN). Estes agentes colonizam superficies ¢
equipamentos médicos com elevada frequéncia, conforme documentado por Menezes e
colaboradores (2022). A presenca ubiqua desses patdgenos no ambiente hospitalar foi
evidenciada por Odoyo e colaboradores (2023), que identificaram S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) em diversos departamentos hospitalares, demonstrando a ampla
distribuicdo geografica deste microrganismo dentro das instituicdes de satde.

As bactérias Gram-negativas constituem outro grupo de grande importancia
epidemioldgica neste contexto. Odoyo e colaboradores (2023) detectaram Enterobacteriaceae e
Acinetobacter spp. multirresistentes em superficies hospitalares, demonstrando o papel do
ambiente como reservatorio desses patogenos. Este achado foi complementado pelo trabalho
de Pochtovyi e colaboradores (2021), que ampliaram o entendimento ao identificar DNA de
Pseudomonas aeruginosa e de outros bacilos Gram-negativos em diversas superficies durante
o contexto pandémico. Estes resultados reforgam a necessidade de vigilancia continua da
contaminagdo ambiental, em especial em periodos de maior vulnerabilidade dos sistemas de

saude.

3.2. Fontes de contamina¢io

As fontes de contaminacdo no ambiente hospitalar sdo multiplas e inter-
relacionadas, formando uma rede complexa de transmissao microbiana. Pacientes colonizados
ou infectados representam fontes primarias de contaminagdo, conforme demonstrado por
Kurashige, Oie e Furukawa (2016), em relacio ao MRSA. Esses autores observaram a
disseminag¢do do microrganismo para superficies proximas ao leito, estabelecendo um padrao

de contaminacao radial a partir do paciente-fonte.
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Os profissionais de saide atuam como vetores de transmissdo através do contato
direto com superficies contaminadas. Bhatta e colaboradores (2018) destacaram a importancia
das maos como veiculo de disseminacao de patdgenos a partir de objetos de uso frequente. Essa
via de transmissao torna-se notavel quando se considera a alta frequéncia de contatos que os
profissionais estabelecem com diferentes superficies e pacientes, durante suas atividades
assistenciais.

O ar hospitalar representa outra fonte relevante de contaminacdo ambiental.
Menezes e colaboradores (2022) investigaram de forma simultanea superficies inanimadas e o
ar em unidade de terapia intensiva neonatal, identificando espécies multirresistentes de
Staphylococcus em ambas as matrizes. Esta observagdo reforca a necessidade de abordagens
integradas de controle ambiental que considere as multiplas vias de transmissdo microbiana,
reconhecendo que a contaminacdo nao se restringe a superficies tocadas, mas pode ocorrer

também por via aérea.

3.3. Conceito de biocarga e sua relacdo com infeccoes relacionadas a assisténcia a

saude (IRAS)

O conceito de biocarga refere-se a quantidade total de microrganismos viaveis,
presentes em determinada superficie ou ambiente. De acordo com Teixeira (2020), uma
biocarga ambiental elevada estd associada ao aumento do risco de IRAS, uma vez que
superficies contaminadas atuam como reservatorios persistentes de patogenos. Essa associagao
estabelece uma relagdo direta entre a carga microbiana ambiental e os desfechos clinicos dos
pacientes hospitalizados.

Hamed e colaboradores (2024) demonstraram, através de ensaio clinico, que a
redugdo da biocarga em superficies de unidades de cuidados criticos, obtida por meio de
protocolos intensificados de limpeza, correlaciona-se com a diminui¢cdo da contaminacao
bacteriana ambiental. Este achado fornece evidéncia objetiva de que intervengdes direcionadas
podem modificar o panorama microbioldgico do ambiente hospitalar, com potencial impacto
sobre a incidéncia de infecgoes.

Peters e colaboradores (2022) consolidaram evidéncias através de revisdo
sistematica, indicando que intervengdes de higiene ambiental impactam de forma direta na
colonizagdo de pacientes e na incidéncia de IRAS. Os autores ressaltam que a manutencgao de
niveis aceitaveis de biocarga constitui uma estratégia fundamental para a prevengao e controle

de infeccdes no ambiente hospitalar. Esta perspectiva integra o controle ambiental como
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componente essencial dos programas de preven¢do de IRAS, superando a visdo tradicional que

prioriza apenas medidas de precaugdo relacionadas ao contato direto com pacientes.

3.4. Superficies hospitalares como reservatorios microbianos

3.4.1. Superficies de alto contato

Superficies hospitalares constituem reservatorios de microrganismos devido ao
contato frequente com as maos de profissionais de saude, visitantes e pacientes, bem como pela
reutilizacdo de materiais como panos e dguas de limpeza. Esse padrdo de uso cria oportunidades
continuas para deposi¢do e transferéncia de microrganismos (FAGGION et al., 2023).

As superficies de alto contato, ou high-touch surfaces, incluem grades de cama,
controles remotos de televisao, botdes de campainha, mesas auxiliares, maganetas, interruptores
de luz e equipamentos médicos portateis, cujas superficies caracterizam-se pela elevada
frequéncia de manipulacdo por diferentes individuos ao longo do dia, criando multiplas
oportunidades de contaminagdo cruzada (FAGGION et al., 2023).

Peters e colaboradores (2022) analisaram de forma sistemdtica o impacto de
intervengdes de higiene ambiental em superficies de alto contato, estabelecendo relagio entre
contaminagdo dessas superficies e coloniza¢do de pacientes. Odoyo e colaboradores (2023)
realizaram amostragem sistematica dessas superficies em diversos departamentos hospitalares,
isolando bactérias multirresistentes como MRSA, Klebsiella e Acinetobacter. Estes achados
evidenciam o papel dessas superficies como fonte de risco para IRAS.

A frequéncia de toque cria ciclos continuos de contaminagdo-transmissao-
recontaminac¢do. Estudos observacionais demonstram que profissionais de satide tocam em
média 10 a 20 superficies, durante um tnico episodio de cuidado ao paciente (RIGOTTI et al.,
2015). Esta constatacdo ressalta a magnitude do desafio representado pelo controle da
contamina¢do de superficies de alto contato, uma vez que cada toque representa uma

oportunidade potencial de transferéncia microbiana.
3.4.2. Superficies proximas ao paciente

Superficies em contato direto ou em proximidade imediata com o paciente
apresentam cargas bacterianas elevadas, devido a exposicdo constante a microrganismos
provenientes da pele, mucosas e secregdes. Essa proximidade estabelece um padrdo de
contaminagao intenso e continuo, diferenciando essas superficies daquelas localizadas em areas

mais distantes do leito (KURASHIGE; OIE; FURUKAWA, 2016).
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Kurashige, Oie e Furukawa (2016) mensuraram a contamina¢ao por MRSA em
superficies de quartos de pacientes colonizados ou infectados, com quantificagdo expressa em
UFC/100 cm?. Os resultados demonstraram gradiente de contaminacao relacionado a distancia
do paciente, com maiores cargas microbianas nas superficies mais proximas.

Travesseiros, colchdes, lengdis, grades laterais de cama e mesas de alimentacao
constituem superficies com contato prolongado e intimo com os pacientes, mas que sdo, com
frequéncia, negligenciadas nos protocolos de limpeza concorrente. A face frontal de
travesseiros, em contato direto com mucosas oronasais, apresenta carga microbiana superior a
face posterior. De forma similar, regides cefalicas de colchdes acumulam maior biocarga que
regides podalicas, devido a proximidade com vias aéreas e secrecdes respiratorias (SHITTU et
al.,2006; AYENI et al., 2017).

Oliveira de Souza e colaboradores (2014) descreveram contaminagdo por
Staphylococcus coagulase-negativa e coagulase-positiva em bancadas, mesas de medicacao e
mesas cirurgicas. As superficies proximas ao paciente em areas criticas funcionam como
reservatorios persistentes, mantendo populacdes microbianas viaveis por periodos prolongados

e servindo como fonte potencial de contaminacao cruzada.
3.4.3. Pisos hospitalares

Embora sejam consideradas superficies de baixo risco, os pisos hospitalares
desempenham um papel na disseminagdo microbiana através de mecanismos indiretos. Oliveira
de Souza e colaboradores (2014) identificaram contaminagdo por Staphylococcus em pisos de
salas cirtirgicas, demonstrando a presenca de patdgenos, mesmo em areas de acesso controlado
e sob protocolos rigorosos de limpeza. Dresch e colaboradores (2018) confirmaram esses
achados, através de revisdo sistemadtica da literatura sobre contaminacdo de superficies em
unidades de terapia intensiva e salas cirtirgicas.

Pisos proximos ao leito do paciente apresentam maior contaminag¢do que areas
distantes, devido a queda de particulas e respingos de fluidos corporais. Este padrao espacial de
contaminacao reflete a deposicao gravitacional de material bioldgico e a maior concentragao de
atividades assistenciais nas proximidades do leito (DE PAULA et al., 2024).

A movimentag¢do de profissionais, equipamentos e dispositivos médicos sobre pisos
contaminados cria rotas de dissemina¢ao microbiana horizontal através das rodas de macas,

cadeiras de rodas, carrinhos de medicagdo e suportes de soro. Estes mecanismos de
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transferéncia podem transportar microrganismos de areas contaminadas para areas limpas,
estabelecendo novos focos de contaminagao.

A limpeza inadequada ou o uso de 4gua e materiais contaminados resulta na
formagdo de biofilmes, em especial em jungdes de rodapés e cantos de dificil acesso (COSTA
et al, 2019). Esses biofilmes proporcionam protecdo adicional aos microrganismos,
dificultando sua remog¢ao e permitindo sua persisténcia no ambiente por periodos prolongados.
Areas proximas a portas, de maior circulagdo, acumulam cargas microbianas superiores a
regides periféricas dos quartos, refletindo o padrao de trafego e uso desses espacos (DE PAULA

et al.,2024).

3.5. Importancia do monitoramento ambiental em hospitais

3.5.1. Relagdo entre contaminagdo ambiental e IRAS

As infecgdes associadas a assisténcia a saude podem resultar de infec¢do com a
flora do proprio paciente, cuja flora pode mudar, devido a colonizagdo com patdégenos
hospitalares através das maos dos profissionais de saude ou do ambiente hospitalar. Odoyo e
colaboradores (2023) evidenciaram que a contaminacdo ambiental em multiplos departamentos
hospitalares com bactérias multirresistentes representa risco elevado para o desenvolvimento
de IRAS.

Pacientes admitidos em quartos ocupados por individuos colonizados ou infectados
apresentam risco aumentado de adquirir os mesmos patdogenos, fendmeno documentado para
MRSA, Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), Acinetobacter e Clostridioides difficile.
Este achado epidemiologico fornece evidéncia robusta do papel do ambiente na transmissao de
patogenos hospitalares, superando o conceito tradicional de que a transmissao ocorre de forma
predominante através do contato direto entre pessoas (PETERS et al., 2022).

A carga microbiana ambiental correlaciona-se de forma direta com taxas de
colonizagdo e infec¢do de pacientes. Esse fendmeno ocorre através do aumento da pressao de
colonizagdo sobre pacientes susceptiveis, em especial aqueles imunocomprometidos, com
dispositivos invasivos ou submetidos a procedimentos cirurgicos. A exposi¢ao continua a um
ambiente com alta carga microbiana aumenta a probabilidade de que microrganismos
patogénicos estabelecam colonizagdo em sitios corporais do paciente, podendo progredir para

infecc¢do invasiva (SULEYMAN et al., 2018).

3.5.2. Indicadores de qualidade da limpeza hospitalar



23

Hamed e colaboradores (2024) compararam a limpeza de rotina com limpeza
intensificada em unidade de terapia intensiva, utilizando a quantificagdo de contaminagdo
bacteriana em superficies como indicador de qualidade. O estudo demonstrou redugao
significativa da biocarga apos implementagdao de um protocolo de limpeza intensificada,
validando o uso de contagem microbiologica como métrica objetiva de desempenho das
atividades de higiene ambiental.

Indicadores microbiologicos incluem contagem de UFC totais, presenca de
patdgenos especificos (MRSA, VRE, Acinetobacter, Pseudomonas) e detec¢do de adenosina
trifosfato (ATP) como marcador de matéria organica residual. Cada um desses indicadores
fornece informacao diferente sobre o estado de limpeza das superficies. A contagem de UFC
totais avalia a carga microbiana geral, enquanto a pesquisa de patdogenos especificos permite
identificar a presenga de microrganismos de maior relevancia clinica. A deteccdo de ATP, por
sua vez, indica a presenca de material organico que pode servir como substrato para o
crescimento microbiano (RIGOTTI et al., 2015).

Critérios de aceitabilidade variam entre instituigdes, com valores estabelecidos em
< 2,5 UFC/cm? para superficies de alto risco e < 5 UFC/cm? para superficies de baixo risco,
apos limpeza terminal. Esses valores foram definidos com base em estudos que correlacionaram
niveis de contaminagdo ambiental com risco de transmissao de patdgenos e desenvolvimento
de IRAS (GIOVINAZZO et al., 2017).

Indicadores de processo avaliam a execugdo adequada dos protocolos de limpeza,
incluindo cobertura de areas definidas, tempo de contato de desinfetantes, frequéncia de troca
de materiais de limpeza e adesdo a sequéncias estabelecidas. A observagao direta das praticas
de limpeza identifica lacunas de treinamento e ndo conformidades de técnica, permitindo
intervencdes educativas direcionadas (DE ARAUJO et al., 2020).

Indicadores de estrutura consideram a disponibilidade de recursos materiais,
equipamentos adequados, formulagdo e diluicdo corretas de produtos quimicos, e
dimensionamento apropriado de equipes de limpeza. A integragdo de indicadores de estrutura,
processo e resultado fornece uma avaliacdo abrangente da qualidade da higiene ambiental
hospitalar, permitindo identificar pontos de melhoria em diferentes dimensdes do servigo de

limpeza.

3.5.3. Protocolos de vigildncia microbiologica ambiental
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Peters e colaboradores (2022) analisaram de forma sistematica o impacto de
intervengdes de higiene ambiental sobre colonizagdo de pacientes e IRAS, fornecendo
evidéncias para o estabelecimento de protocolos de vigilancia. A vigilancia microbiologica
ambiental compreende coleta sistematica de amostras, analise laboratorial, interpretacao de
resultados e implementacdo de a¢des corretivas baseadas em dados.

Dancer (2023) revisou aspectos historicos e perspectivas futuras da limpeza
hospitalar, discutindo praticas de monitorizagao e controle de contaminacao. A autora enfatiza
que a vigilancia ambiental evoluiu de uma atividade esporéddica e reativa para um componente
integral dos programas de prevengao de infeccdes.

Protocolos efetivos de vigilancia definem pontos de amostragem: prioritarios
(superficies de alto contato, areas proximas a pacientes colonizados), frequéncia de coleta
(semanal, mensal, apos surtos), métodos padronizados de coleta (swabs, placas de contato,
esponjas) e critérios de interpretacdo de resultados (GIOVINAZZO et al., 2017). A vigilancia
direcionada foca em microrganismos relevantes do ponto de vista epidemiologico (MRSA,
VRE, Acinetobacter multirresistente, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium difficile) em
unidades de alto risco (UTIs, centros cirurgicos, unidades de queimados, oncologia)
(FAGGION et al., 2023).

A vigilancia durante surtos intensifica a amostragem para identificar reservatorios
ambientais e avaliar a eficicia de medidas de controle. Dados de vigilancia ambiental integram-
se a sistemas de vigildncia epidemiologica de IRAS, permitindo andlise de correlagdes
temporais e espaciais entre contaminagdo ambiental e casos clinicos. Resultados
retroalimentam programas de educagdo de equipes de limpeza, revisdo de protocolos e alocacao
de recursos para areas criticas, estabelecendo um ciclo continuo de melhoria da qualidade

(FAGGION et al., 2023).

3.6. Praticas de limpeza e desinfec¢io hospitalar

3.6.1. Limpeza concorrente versus terminal

A limpeza hospitalar classifica-se em concorrente, realizada de forma diaria durante
ocupacao do leito, e terminal, executada apds alta, transferéncia ou 6bito do paciente. Hamed e
colaboradores (2024) avaliaram diferentes abordagens de limpeza em unidade de terapia
intensiva, incluindo limpeza concorrente e limpeza terminal, mensurando a reducdo da

contaminag¢do bacteriana em cada protocolo.
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A limpeza concorrente foca em superficies de alto contato e areas sujas de forma
visivel, mantendo um nivel bésico de higiene durante a interna¢do. Superficies horizontais
recebem limpeza imida com detergente ou desinfetante de baixo nivel. Pisos sdo limpos com
técnica de duplo balde e microfibra descartavel ou lavavel. Esse tipo de limpeza tem como
objetivo principal prevenir o acumulo progressivo de sujidade e manter a carga microbiana em
niveis controlaveis, durante a permanéncia do paciente (RIGOTTI et al., 2015).

A limpeza terminal ¢ mais abrangente e intensiva, incluindo todas as superficies do
quarto. Paredes até altura de alcance das maos, teto (quando indicado), luminarias, difusores de
ar-condicionado, interior de armarios e gavetas recebem atengdo detalhada. Colchdes e
travesseiros sdo removidos, limpos e desinfetados antes de receberem roupas limpas.
Equipamentos fixos sdo desmontados, quando possivel, para limpeza de componentes
individuais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024b).

O tempo de contato do desinfetante ¢ critico para a eficacia microbicida e varia
conforme o produto quimico utilizado. Cada agente antimicrobiano requer um periodo minimo
de contato com a superficie para exercer sua acdao sobre os microrganismos. A ndo observancia
desse tempo pode comprometer a efetividade da desinfeccdo, mesmo quando produtos

adequados sao utilizados (DE PAULA et al., 2024).
3.6.2. Agentes quimicos utilizados

A selecdo de agentes quimicos para limpeza e desinfec¢do baseia-se em espectro de
acdo, toxicidade, compatibilidade com materiais, tempo de contato necessario, custo e
aceitabilidade pelos usuarios. Maeda, Oie e Furukawa (2015) avaliaram a eficacia da
desinfeccdo com dalcool em superficies contaminadas por S. aureus, incluindo maganetas e
cadeiras de rodas, demonstrando reduc¢ao da contaminacao com aplicacao diaria.

Os élcoois (etilico a 70% ou isopropilico a 70%) apresentam rapida agdo
bactericida, fungicida e virucida, com tempo de contato de 30 segundos a 1 minuto. Sua acao
ocorre através da desnaturagdo de proteinas e dissolugdo de lipideos da membrana celular. No
entanto, os alcoois nao possuem acgao residual e sua eficacia € reduzida na presenca de matéria
organica (RASHEED; HUSSEN, 2021).

Compostos a base de cloro (hipoclorito de s6dio) sdo utilizados de forma ampla,
devido ao baixo custo e amplo espectro antimicrobiano. As concentragdes variam conforme a

aplicacdo: solucdes de 200 ppm sdo utilizadas para limpeza de superficies gerais, enquanto
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concentragdes de 1000 ppm ou superiores sdo reservadas para areas com maior risco de
contaminag¢do ou presenga de patdgenos especificos como Clostridioides difficile.
Quaternarios de amonio sao detergentes catidnicos com propriedades desinfetantes
e acao residual. Atuam através da ruptura da membrana celular bacteriana ¢ demonstram boa
atividade contra bactérias Gram-positivas. No entanto, sua eficicia contra bactérias Gram-
negativas e esporos ¢ limitada. Peroxido de hidrogénio acelerado e sistemas automatizados de
vaporizagao oferecem alternativas para limpeza terminal em situagdes especiais como surtos ou

presenca de patdgenos de dificil erradicagdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).
3.6.3. Frequéncia e técnicas

Dancer (2023) discutiu frequéncia e técnicas de limpeza hospitalar, abordando
desafios relacionados a padronizagao de procedimentos e a necessidade de treinamento
adequado de equipes de limpeza para controle efetivo da contaminagao ambiental. A frequéncia
de limpeza ajusta-se ao nivel de risco da area: unidades criticas recebem limpeza concorrente
duas a trés vezes ao dia, enquanto areas de internagao geral sdo limpas uma vez ao dia.

A técnica de limpeza Umida com fricgdo mecéanica remove de forma fisica
microrganismos e matéria organica. Movimento unidirecional ou em forma de “S” previne
recontaminagdo de areas ja limpas. Essa técnica assegura que a sujidade seja removida de forma
progressiva, sem que areas limpas sejam novamente contaminadas pelo pano de limpeza
(RIGOTTI et al., 2015).

Panos de limpeza devem ser trocados entre quartos diferentes e entre superficies de
alto e baixo contato, no mesmo quarto, para prevenir transferéncia cruzada. O uso de
equipamentos de prote¢do individual apropriados e a higiene das maos antes e apos as
atividades de limpeza sdo obrigatorios, protegendo tanto o profissional quanto prevenindo que
ele se torne vetor de transmissdao microbiana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024b).

A padronizacdo de sequéncias de limpeza e o uso de protocolos asseguram
cobertura completa e reduzem a probabilidade de omissdes. A sequéncia recomendada inicia-
se pelas areas mais limpas e progride para as mais sujas, das superficies mais altas para as mais
baixas, estabelecendo uma légica que minimiza o risco de recontaminagdo de areas ja limpas

(DE ARAUJO et al., 2020).

3.7. Género Staphylococcus: aspectos gerais

3.7.1. Classificacdo taxonoémica e caracteristicas
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O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, ordem Bacillales,
classe Bacilli, filo Firmicutes. Compreende mais de 50 espécies descritas, das quais
aproximadamente 20 colonizam humanos. A diversidade taxondmica reflete a ampla
capacidade de adaptagcdo desses microrganismos a diferentes nichos ecologicos (TAYLOR;
TOBIN; UNAKAL, 2025).

Do ponto de vista morfoldgico, apresentam-se como cocos Gram-positivos de 0,5
a 1,5 um de diametro, agrupados em arranjos irregulares semelhantes a cachos de uva. Essa
distinta caracteristica morfoldgica resulta de divisdes celulares que ocorrem em multiplos
planos, diferenciando os estafilococos de outros cocos Gram-positivos que se dividem em
planos tnicos (SHIELDS, 2015).

Caracteristicas microscopicas incluem auséncia de flagelos, presenca de cépsula
polissacaridica em algumas espécies e parede celular espessa composta por peptidoglicano e
acidos teicoicos. Sao cocos imoveis, nao esporulados. A producdao de pigmentos ndo possui
correlagdo direta com viruléncia, mas pode auxiliar na identificacdo presuntiva de espécies

(MICHALIK et al., 2020).
3.7.2. Metabolismo e crescimento

Staphylococcus sao anaerobios facultativos, capazes de metabolismo respiratdrio
na presenca de oxigénio e fermentativo em anaerobiose (SHIELDS, 2015). Essa versatilidade
metabolica permite sua sobrevivéncia em ambientes com diferentes disponibilidades de
oxigénio, contribuindo para sua capacidade de colonizar diversos sitios anatomicos e
ambientais (TAYLOR; TOBIN; UNAKAL, 2025).

A temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 30 e 37°C, com capacidade de
proliferagdao em faixa de 15 a 45°C. O pH 6timo varia de 7,0 a 7,5, mas esses microrganismos
toleram variagdes consideraveis de pH, permitindo seu crescimento em condi¢gdes adversas
(SHIELDS, 2015).

Uma caracteristica distintiva do género ¢ a capacidade de crescimento em
concentragdes salinas elevadas, tolerando até¢ 10% de cloreto de sddio. Essa propriedade ¢
explorada em meios seletivos para isolamento, como o Mannitol Salt Agar. A halotolerancia
resulta de mecanismos de osmorregulagdo que permitem aos Staphylococcus manter a
homeostase celular, mesmo sob condi¢des de alta pressao osmotica RASHEED; HUSSEN,

2021).
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A atividade da enzima catalase ¢ uma caracteristica universal do género,
diferenciando estafilococos (catalase-positivos) de estreptococos (catalase-negativos). A
catalase decompde o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, protegendo as células
bacterianas dos efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio. Esse teste bioquimico simples
constitui a primeira etapa na identificagdo laboratorial de Staphylococcus (KATEETE et al.,

2010).

3.8. Staphylococcus coagulase-positivos

3.8.1. (Classificacgdo e principais espécies

A producdo de coagulase, enzima que converte fibrinogénio em fibrina, divide o
género em espécies coagulase-positivas e coagulase-negativas. Essa divisdo possui relevancia
clinica, uma vez que a maioria das infec¢des graves por Staphylococcus € causada por espécies
coagulase-positivas (KATEETE et al., 2010).

Staphylococcus aureus representa a espécie coagulase-positiva de maior relevancia
clinica em humanos. Esse microrganismo ¢ responsavel por amplo espectro de infec¢des, desde
infecgdes superficiais de pele até infec¢des invasivas graves como bacteremia, endocardite e
pneumonia. Outras espécies coagulase-positivas incluem S. intermedius, S. pseudintermedius e
S. hyicus, associadas de forma predominante a animais, embora possam ocasionar infec¢des

zoonoticas em humanos (TAYLOR; TOBIN; UNAKAL, 2025).
3.8.2. Fatores de viruléncia

S. aureus produz um arsenal extenso de fatores de viruléncia que facilitam a
colonizacdo, evasdo imune, invasdo tecidual e dano ao hospedeiro. Essa multiplicidade de
fatores de viruléncia explica a capacidade desse microrganismo de causar infecgdes em diversos
sitios anatdmicos € em populacdes com diferentes graus de imunocompeténcia (TAYLOR;
TOBIN; UNAKAL, 2025).

Componentes de superficie incluem proteina A, que se liga & por¢do Fc de
imunoglobulinas, interferindo com a opsonizacdo e fagocitose, e diversas adesinas que
medeiam a ligacdo a componentes da matriz extracelular do hospedeiro. Essas adesinas incluem
proteinas de ligacdo a fibronectina, coldgeno, fibrinogénio e outros componentes teciduais
(TAYLOR; TOBIN; UNAKAL, 2025).

Enzimas secretadas incluem coagulase, que promove a coagulagdo do plasma e

pode proteger as bactérias da fagocitose ao envolvé-las em uma rede de fibrina; estafiloquinase,
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que dissolve coagulos de fibrina, facilitando a disseminacdo; hialuronidase, que degrada acido
hialuroénico do tecido conjuntivo; lipases, que hidrolisam lipideos; DNases, que degradam
DNA; e proteases, que degradam proteinas teciduais € componentes do sistema imune
(RASHEED; HUSSEN, 2021).

As toxinas constituem componentes criticos da patogenicidade. Hemolisinas
causam lise de eritrdcitos e dano a outras células; leucocidina de Panton-Valentine (PVL) forma
poros em leucocitos, causando sua destruigdo; toxina-1 da sindrome do choque toxico (TSST-
1) atua como superantigeno, causando ativa¢cdo massiva de células T e liberacdo excessiva de
citocinas; enterotoxinas causam intoxicacdo alimentar através de agdo sobre o trato
gastrointestinal; e toxinas esfoliativas causam descamagdo da pele na sindrome da pele

escaldada de Staphylococcus (TAYLOR; TOBIN; UNAKAL, 2025).
3.8.3. Resisténcia antimicrobiana: MRS A

Menezes ¢ colaboradores (2022) isolaram espécies de Staphylococcus
multirresistentes em UTI neonatal, incluindo cepas resistentes a multiplas classes de
antimicrobianos. Esse padrdo de multirresisténcia representa desafio terapéutico significativo,
limitando as op¢des de tratamento disponiveis.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) emergiu como patdgeno
hospitalar global nas ultimas décadas. A resisténcia resulta da aquisi¢do do gene mecA,
localizado no elemento genético mével SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec).
Esse gene codifica uma proteina de liga¢do a penicilina alterada (PBP2a) que possui baixa
afinidade por antibioticos B-lactdmicos, conferindo resisténcia a todos os agentes dessa classe
(TAYLOR; TOBIN; UNAKAL, 2025).

Kurashige, Oie e Furukawa (2016) quantificaram contaminagcdo por MRSA em
superficies de quartos hospitalares, demonstrando a capacidade desse patogeno de persistir no
ambiente e servir como fonte de transmissdo. Odoyo e colaboradores (2023) identificaram
MRSA em superficies de multiplos departamentos hospitalares, evidenciando sua ampla
distribuicao no ambiente de saude.

Além da resisténcia a meticilina, o MRSA com frequéncia apresenta resisténcia a
multiplas classes de antibidticos, incluindo aminoglicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas e
tetraciclinas. Este perfil de multirresisténcia resulta da acumulagao de diversos mecanismos de

resisténcia, tanto cromossomais quanto plasmidiais, ao longo do tempo. A pressao seletiva
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exercida pelo uso extensivo de antimicrobianos em ambientes hospitalares favorece a sele¢do e

manuten¢do de cepas multirresistentes (RASHEED; HUSSEN, 2021).
3.8.4. Prevaléncia em ambientes hospitalares

Maeda, Oie e Furukawa (2015) demonstraram contaminagdo por S. aureus em
macanetas, cadeiras de rodas e outras superficies de alto contato em instituicdes de longa
permanéncia. Esse achado ilustra a capacidade de S. aureus de colonizar diversos tipos de
superficies no ambiente de satide, independentemente do tipo de instituigao.

A prevaléncia de S. aureus em superficies hospitalares geralmente varia de 10% a
40%, dependendo do tipo de unidade, populagdo de pacientes e praticas de limpeza. Essa ampla
variagdo reflete a influéncia de multiplos fatores sobre a contaminagdo ambiental, incluindo
densidade de ocupagdo, gravidade dos pacientes internados, frequéncia e qualidade das praticas
de higiene ambiental, e taxas de colonizagdao dos pacientes (SHITTU et al., 2006; AYENI et
al.,2017).

Unidades de terapia intensiva apresentam taxas de contaminagdo ambiental
superiores a enfermarias gerais, cujo padrdo relaciona-se a maior gravidade dos pacientes, uso
mais intensivo de dispositivos invasivos, maior frequéncia de procedimentos geradores de
aerossois, e maior pressao de colonizagdo, resultante da concentragdo de pacientes colonizados

ou infectados em espagos restritos (FAGGION et al., 2023).
3.8.5. Transmissdo cruzada e reservatorios

A transmissao de S. aureus em hospitais ocorre de forma predominante através das
maos de profissionais de satide, mas o ambiente desempenha um papel facilitador nesse
processo. Pacientes colonizados depositam microrganismos em superficies proximas, atraveés
da descamagdo cutanea continua. Estudos quantitativos demonstram que pacientes colonizados
por MRSA podem liberar milhdes de unidades formadoras de colonia no ambiente ao seu redor
(KURASHIGE; OIE; FURUKAWA, 2016).

Portadores nasais de S. aureus atuam como reservatorios humanos, com taxas de
colonizagdo que variam de 20% a 30% na populagdo geral e podem atingir 60% ou mais entre
profissionais de satde. A colonizagdo nasal constitui fator de risco para infec¢do subsequente,
tanto através de disseminag¢do endogena quanto por contaminacdo do ambiente e subsequente

transmissao para outros individuos (TAYLOR; TOBIN; UNAKAL, 2025).
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Fomites podem manter S. aureus viavel por periodos que variam de dias a meses,
dependendo das condigdes ambientais, funcionando como reservatérios secundarios
(KRAMER; SCHWEBKE; KAMPF, 2006). A sobrevivéncia prolongada no ambiente
inanimado contribui para a persisténcia de cepas problematicas no ambiente hospitalar, mesmo
apos a alta ou transferéncia do paciente-fonte. Fatores como umidade relativa, temperatura, tipo
de superficie e presenga de matéria organica influenciam a duracdo da viabilidade bacteriana

no ambiente (MAEDA; OIE; FURUKAWA, 2015).

3.9. Staphylococcus coagulase-negativos (ECN)

3.9.1. Principais espécies e microbiota normal

Staphylococcus coagulase-negativos compreendem mais de 40 espécies,
componentes predominantes da microbiota normal da pele e mucosas humanas. Oliveira de
Souza e colaboradores (2014) isolaram Staphylococcus coagulase-negativos de superficies
hospitalares diversas, demonstrando sua presenga ubiqua no ambiente de saude.

Staphylococcus epidermidis ¢ a espécie mais prevalente na pele humana, podendo
ser isolada em todas as regides do tegumento, com concentragdes que variam de acordo com a
regido anatomica. Outras espécies relevantes incluem S. haemolyticus, frequente em areas
umidas como axilas e virilhas; S. saprophyticus, associado a infecgdes do trato urinario em
mulheres jovens; S. hominis, comum em areas com alta densidade de glandulas sebaceas; S.
capitis, predominante no couro cabeludo; S. warneri, encontrado em diversas regides cutaneas;
e S. lugdunensis, que apesar de coagulase-negativo, pode causar infecgdes com viruléncia
similar a S. aureus (MICHALIK et al., 2020).

Os ECN desempenham um papel benéfico como componentes da microbiota
residente, participando da exclusdo competitiva de patdogenos através da ocupagao de nichos
ecoldgicos, produgdo de substancias antimicrobianas e modulacao da resposta imune local. Essa
funcdo protetora destaca a importancia de se distinguir colonizacdo por ECN, que pode ser

benéfica, de infecg¢do, que requer intervencao terapéutica (ARGEMI et al., 2019).
3.9.2. Papel como patogenos oportunistas

Os ECN emergiram como patogenos hospitalares importantes com o advento de
dispositivos médicos implantdveis e aumento de popula¢des imunocomprometidas nas tltimas

décadas. Essa transicdo de comensais inofensivos para patogenos relevantes reflete mudangas
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nas praticas médicas e nas caracteristicas dos pacientes hospitalizados (MICHALIK et al.,
2020).

As infecgdes por ECN caracterizam-se por quadros clinicos menos agudos que
infecg¢des por S. aureus, com evolugdo mais insidiosa e sinais sist€émicos menos pronunciados.
No entanto, essas infecgdes podem ser de dificil tratamento, devido a formacao de biofilmes
em dispositivos e a resisténcia antimicrobiana (ZIEBUHR, 2001).

As manifestacoes clinicas incluem bacteremia associada a catéter venoso central,
que representa a infeccdo de corrente sanguinea mais frequente em unidades de terapia intensiva
neonatal e em pacientes oncoldgicos; endocardite de valvula protética, com mortalidade elevada
e frequente necessidade de substitui¢do valvar; infecgdes de proteses ortopédicas, que podem
requerer remo¢ao do implante; e infec¢des em pacientes imunocomprometidos, incluindo
peritonite em pacientes em dialise peritoneal e infeccdes de shunts ventriculoperitoneal

(ARGEMI et al., 2019).
3.9.3. Capacidade de formacdo de biofilme

Costa e pesquisadores (2019) evidenciaram a capacidade de ECN de formar
biofilmes em superficies de unidades de terapia intensiva, relacionando essa caracteristica com
infecg¢des associadas a dispositivos médicos. A formagao de biofilme constitui o principal fator
de viruléncia de ECN, compensando a relativa auséncia de toxinas e enzimas agressivas que
caracterizam S. aureus.

Os biofilmes sdo comunidades microbianas estruturadas envoltas em matriz
extracelular composta por polissacarideos, proteinas, DNA extracelular e outros componentes.
Essa matriz proporciona protecdo fisica contra antimicrobianos, desinfetantes e mecanismos de
defesa do hospedeiro. A formagao de biofilme ocorre em etapas sequenciais: adesao inicial
reversivel a superficie, adesdo irreversivel mediada por adesinas especificas, proliferacao e
producdo de matriz extracelular, maturacdo do biofilme com formagdo de estrutura
tridimensional, e dispersdao de células planctonicas que podem colonizar novos sitios
(MICHALIK et al., 2020).

Células bacterianas em biofilmes apresentam resisténcia aumentada a
antimicrobianos através de multiplos mecanismos (ARGEMI et al., 2019). A penetracao
reduzida de antimicrobianos através da matriz limita o acesso dos agentes as células bacterianas
profundas. O metabolismo reduzido de células no interior do biofilme diminui a eficacia de

antimicrobianos que atuam sobre células em crescimento ativo. A presenca de células



33

persistentes em estado de dorméncia permite a sobrevivéncia de subpopulagdes bacterianas,
mesmo apos exposicdo prolongada a antimicrobianos. A expressdo de genes de resisténcia
especificos do estado de biofilme contribui para a tolerancia antimicrobiana (ARGEMI et al.,

2019).
3.9.4. Resisténcia antimicrobiana em ECN

Os ECN exibem taxas de resisténcia antimicrobiana superiores a S. aureus devido
a pressao seletiva intensa em ambientes hospitalares e a capacidade de aquisi¢do e manutengao
de determinantes de resisténcia. Essa diferenca reflete a exposicdo frequente desses
microrganismos a antimicrobianos, uma vez que sdo contaminantes comuns de hemoculturas e
outras culturas clinicas, resultando em terapia antimicrobiana direcionada, mesmo quando nao
sdo verdadeiros patogenos (PEDROSO et al., 2018).

A resisténcia a meticilina € prevalente em ECN hospitalares, com taxas que podem
exceder 70% a 80% em algumas institui¢des. O mecanismo de resisténcia ¢ similar ao MRSA,
envolvendo o gene mecA e producdo de PBP2a. No entanto, nos ECN, multiplas variantes do
elemento SCCmec sdo encontradas, refletindo a diversidade genética desses microrganismos
(ZIEBUHR, 2001).

A resisténcia a glicopeptideos, antibioticos de escolha para tratamento de infec¢des
por Staphylococcus resistentes a meticilina, emerge de forma gradual em ECN. Mecanismos
incluem espessamento da parede celular que sequestra moléculas de vancomicina antes que
atinjam seu alvo, e alteragdes na composi¢do da parede celular que reduzem a afinidade pela
vancomicina. Embora a resisténcia completa seja rara, a sensibilidade reduzida (vancomicina-
intermediario) ¢ cada vez mais documentada (PEDROSO et al., 2018).

A multirresisténcia ¢ comum em ECN hospitalares, com isolados resistentes a
multiplas classes de antimicrobianos, incluindo B-lactdmicos, aminoglicosideos,
fluoroquinolonas e macrolideos. Essa situacdo limita as opgdes terapéuticas disponiveis, em
especial em infecgdes graves ou quando a remogao do dispositivo infectado ndo € viavel. Novos
antimicrobianos como linezolida, daptomicina e tigeciclina constituem alternativas
terap€uticas, mas seu uso deve ser criterioso para prevenir o desenvolvimento de resisténcia

(MICHALIK et al., 2020).

3.10. Mannitol Salt Agar (MSA): composicao e fundamentos

3.10.1. Composicdo do meio
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O Mannitol Salt Agar ¢ um meio seletivo e diferencial desenvolvido de forma
especifica para o isolamento de Staphylococcus patogénicos. Sua composigdo tipica por litro
inclui diversos componentes que exercem fungdes distintas na seletividade e diferenciagao
(SHIELDS, 2015).

A peptona (10 g) e o extrato de carne (1 g) fornecem nutrientes essenciais para o
crescimento bacteriano, incluindo aminodacidos, peptideos, vitaminas e minerais. O manitol (10
g) atua como carboidrato fermentavel que permite a diferenciacao entre espécies. O cloreto de
sodio (75 g) confere seletividade ao meio através da elevada pressdo osmotica. O agar (15 g)
proporciona solidificagdo do meio, permitindo o crescimento de coldnias isoladas. O vermelho
de fenol (0,025 g) atua como indicador de pH, permitindo a visualiza¢@o da fermentacao através
de mudanga de cor (RASHEED; HUSSEN, 2021).

O pH inicial do meio ¢ ajustado a 7,4 + 0,2, estabelecendo condicdes neutras que
permitem o crescimento da maioria dos Staphylococcus. Esse ajuste de pH ¢ critico para o
funcionamento adequado do indicador vermelho de fenol, que apresenta melhor desempenho

em faixa especifica de pH (KATEETE et al., 2010; SHIELDS, 2015).
3.10.2. Principios de seletividade

A alta concentracao salina (7,5% de NaCl) cria uma pressdo osmotica elevada que
inibe o crescimento da maioria das bactérias. Essa concentracdo ¢ aproximadamente cinco
vezes superior a encontrada em meios de cultura ndo seletivos, criando um ambiente hostil para
microrganismos ndo halotolerantes. Apenas microrganismos halotolerantes, em especial
Staphylococcus, conseguem crescer nessas condi¢des (SHIELDS, 2015).

Os mecanismos de halotolerancia em Staphylococcus incluem sistemas de
transporte que acumulam ions potassio intracelular para contrabalancar a pressao osmotica
externa, e sintese de solutos compativeis como prolina, glutamato e glicina betaina. Esses
compostos acumulam-se no citoplasma sem interferir com processos metabolicos, permitindo
a manutencao da homeostase celular (RASHEED; HUSSEN, 2021).

A seletividade do meio ndo ¢ absoluta. Alguns cocos Gram-positivos, além de
Staphylococcus, podem crescer em MSA, incluindo alguns enterococos e micrococos. No
entanto, a maioria dos bacilos Gram-positivos e Gram-negativos € inibida, tornando o meio til
para triagem inicial de Staphylococcus a partir de amostras com microbiota mista (AYEPOLA

etal.,2017).

3.10.3. Principios de diferenciacio
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A fermentacdo de manitol diferencia espécies dentro do género Staphylococcus,
permitindo a distingao presuntiva entre S. aureus e ECN. S. aureus fermenta manitol de forma
tipica, produzindo acidos organicos que reduzem o pH do meio ao redor das colonias. Conforme
a figura 1, essa acidificacdo faz com que o vermelho de fenol, que ¢ vermelho em pH neutro ou
alcalino, mude para amarelo, em pH 4cido. A mudanca de cor € visivel tanto na colonia quanto
no meio circundante, criando um halo amarelo ao redor das colonias fermentadoras (KATEETE
etal.,2010).

Figura 1 - Placas Petri de agar sal manitol com crescimento bacteriano.

Fonte: Autor (2025)

Legenda: Placas petri contendo agar sal manitol, com crescimento bacteriano, na imagem € possivel observar
nitidamente a fermentacdo de manitol pelas bactérias tratadas como Staphylococcus coagulase positivo, fazendo o
meio adquirir coloragdo amarelada em contraste com as coldnias de coagulase negativas, em que a coloragdo

rosada/avermelhada do manitol se matem.

Os ECN de forma tipica ndo fermentam manitol, ou o fazem de forma lenta e fraca.
Esses microrganismos utilizam peptideos e aminodcidos como fonte de energia, produzindo
compostos alcalinos que mantém ou elevam o pH. O meio ao redor das colonias permanece
vermelho ou pode adquirir tonalidade mais intensa devido a alcalinizagdo (SHITTU et al.,

2006).
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Além da mudanca de cor, as colonias de S. aureus e ECN apresentam diferencas
morfoldgicas que auxiliam na identifica¢do presuntiva. Colonias de S. aureus em MSA sdo de
forma tipica, médias a grandes (3-5 mm apds 24 horas), convexas, com bordos regulares, e
podem apresentar pigmentacdo amarela ou dourada devido a produgdao de carotenoides.
Colonias de ECN sdo, de forma geral, menores, podendo ser pigmentadas (brancas, amarelas
ou alaranjadas, dependendo da espécie), e o meio ao redor permanecer vermelho (AYEPOLA

etal.,2017).
3.10.4. Limitacoes do meio

O MSA serve como método de triagem presuntiva, ndo como identificacio
definitiva de espécies. Essa limitacdo ¢ importante ¢ deve ser reconhecida na interpretacao de
resultados. Espécies coagulase-negativas fermentadoras de manitol, como S. xylosus e S.
saprophyticus, geram resultados falso-positivos, ao produzirem coldnias com halo amarelo que
podem ser confundidas com S. aureus. Por outro lado, cepas atipicas de S. aureus deficientes
em fermentacao de manitol produzem resultados falso-negativos, ndo alterando a cor do meio,
apesar de serem S. aureus verdadeiros (SHITTU et al., 2006).

A interpretagdo de resultados em MSA requer experiéncia e conhecimento das
caracteristicas tipicas e atipicas das diferentes espécies. Fatores como tempo de incubagdo,
tamanho do inoculo, e condigdes de armazenamento do meio podem influenciar os resultados.
A confirmacdo obrigatoria através de testes adicionais, como a prova da coagulase para
confirmagdo de S. aureus ou testes bioquimicos automatizados para identificagdo de espécies
de ECN, ¢ essencial para identificag¢do definitiva (KATEETE et al., 2010).

Apesar das limitagdes reconhecidas, 0 MSA permanece uma ferramenta valiosa em
laboratdrios microbiologicos. Sua simplicidade de preparo e uso, baixo custo, em comparagao
a métodos moleculares, e capacidade de triagem rdpida de um grande niimero de amostras
mantém-no como meio de primeira escolha para isolamento de estafilococos a partir de
amostras clinicas. A combinagdo de MSA como método de triagem, seguido por testes
confirmatorios, proporciona abordagem eficiente e econOmica para identificacio de

Staphylococcus, em diferentes contextos laboratoriais (AYEPOLA et al., 2017).
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4. METODOLOGIA
4.1. Tipo de estudo

Trata-se de estudo observacional, transversal, de abordagem quantitativa e natureza
laboratorial, desenvolvido com o objetivo de avaliar a prevaléncia de Staphylococcus
coagulase-positivos e negativos em superficies de quartos hospitalares, e validar o desempenho
do meio Mannitol Salt Agar (MSA) como ferramenta de monitoramento ambiental. A opcao
por uma abordagem quantitativa fundamenta-se na necessidade de quantificar a carga

microbiana, permitindo analises estatisticas e inferéncias sobre a contaminacdo ambiental

(HOGAN et al., 2015).
4.2. Local do estudo

O estudo foi conduzido em um hospital de médio porte, localizado no municipio de
Bambui, Minas Gerais, Brasil. A institui¢do caracteriza-se como hospital geral, atendendo
demandas de clinica médica, cirirgica, obstetricia e urgéncias. Os quartos avaliados
distribuiram-se em diferentes setores da institui¢do, incluindo enfermarias clinicas, setor de
emergéncia e ala de maternidade, ambientes reconhecidos por apresentarem grande potencial

de risco para transmissdo de patogenos (BOUCHRA et al., 2017).
4.3. Pontos amostrais

Para a coleta de amostras, foram definidos seis pontos especificos em cada quarto,
buscando abranger superficies de contato proximo ao paciente e areas de alta circulagdo,

conforme descrito a seguir:

e TRI: Travesseiro, face frontal (contato direto com o paciente).
e TR2: Travesseiro, face posterior (verso).

e (CO1: Colchao, regido cefalica.

e (CO02: Colchao, regiao podalica.

e CHI1: Piso proximo ao leito (area de circulagdo da equipe).

e CH2: Piso proximo a porta (entrada do quarto).

A escolha dessas superficies baseia-se no fato de serem frequentemente tocadas e,
portanto, potenciais reservatorios para microrganismos, incluindo Staphylococcus aureus

(HOGAN et al., 2015; BOUCHRA et al., 2017).
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4.4. Caracteristicas dos quartos avaliados

Foram selecionados quartos com capacidade para dois leitos, exceto na ala de
maternidade, onde o quarto avaliado comportava trés leitos. Todos os quartos apresentavam
estrutura fisica considerada adequada, com sanitdrio privativo, sistema de climatizacdo e

mobiliario padrao (cama hospitalar, mesa auxiliar, cadeira para acompanhante).

4.5. Procedimento de coleta

4.5.1. Coletas em quartos ocupados

Foram realizadas coletas em quatro quartos ocupados. Em cada um deles, procedeu-
se a amostragem nos seis pontos predefinidos, totalizando 24 amostras. A seguir, as

caracteristicas especificas de cada quarto:

e Quarto 1 (Enfermaria Masculina, Clinica Médica): Paciente do sexo masculino,
internado ha cinco dias, com diagnostico de transtorno psiquiatrico, caracterizado por
ansiedade e depressdo. O tempo prolongado de ocupagdo desse leito permitiu avaliar o
acimulo de carga microbiana em superficies sob uso continuo. Codigo da coleta: PSQ.

e Quarto 2 (Enfermaria Feminina, Clinica Médica): Paciente do sexo feminino,
internada ha dois dias e meio, com diagnostico de pneumonia. Esse quarto representou
situagdo intermediaria de ocupagdo, caracteristica de internagdes clinicas de curta a
média duracao. Coédigo da coleta: PNU.

¢ Quarto 3 (Setor de Emergéncia, Sala Vermelha): Paciente internado ha seis horas
com insuficiéncia respiratoria. Esse ambiente de alta rotatividade e urgéncia permitiu
avaliar a contaminag¢@o em periodo inicial de ocupacdo, bem como em condicdes de alta
complexidade assistencial. Codigo da coleta: SV.

e Quarto 4 (Ala de Maternidade, Quarto Desocupado): Quarto com trés leitos,
desocupado e submetido a processo de limpeza terminal hd aproximadamente 30
minutos antes da coleta. Esse ambiente serviu como grupo de comparagdo para
avaliacdo da eficacia do protocolo de limpeza institucional, considerando que estudos
demonstram como a contaminagdo ambiental pode persistir, mesmo apos

procedimentos de higienizacao (FERREIRA et al., 2011). Cédigo da coleta: LP.

4.6. Técnica de coleta

4.6.1. Materiais para coleta
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Os materiais utilizados para coleta microbiolégica incluiram swabs secos
(ABSORVE) estéreis, solugdo salina estéril a 0,85%, gabarito estéril para delimitacdo de area
25 cm? (SBIBIH et al., 2024), tubos de vidro estéreis, caixa térmica e gelo reciclavel para

transporte refrigerado das amostras.
4.6.2. Procedimento de coleta

A coleta microbioldgica foi realizada utilizando o método do swab, conforme
técnica descrita na literatura para amostragem de superficies (MADSEN et al., 2020; HOGAN
et al., 2015). O procedimento consistiu em umedecimento de swabs estéreis em solugdo salina
estéril a 0,85%, delimitacdo da area a ser coletada (25 cm?) com auxilio de gabarito estéril,
coleta da amostra por meio de movimentos em zigue-zague em dire¢des perpendiculares com
rotagdo do swab, acondicionamento imediato do swab em tubos de vidro estéreis contendo
aproximadamente 1 mL de solucdo salina a 0,85% e transporte das amostras em caixa térmica,
utilizando Gelox para o laboratdrio, sendo processadas em tempo méaximo de 2 horas apds a

coleta.

4.7. Processamento das amostras

4.7.1. Materiais para processamento

Foram utilizados banho ultrassonico (Yaxun 3060), agitador tipo vortex,
microtubos de 1,5 mL estéreis, solugdo salina estéril a 0,85%, pipetas automaticas P100 e
P1000, ponteiras estéreis, placas de Petri de vidro autoclavadas, contendo meio Mannitol Salt
Agar (MSA), algas de Drigalski estéreis, estufa bacterioldgica com controle de temperatura (35

a 37°C), canetas de identificagdo e racks para organizagdo de materiais.
4.7.2. Preparo das amostras

No laboratério, os swabs foram submetidos a processo de sonificacdo em banho
ultrassonico por trés minutos, seguido de agitacdo em vortex, por 5 segundos, para
desprendimento dos microrganismos aderidos. Em seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas
em fluxo laminar. Para a diluigao 107!, transferiu-se assepticamente 100 pL do in6culo para
microtubos, contendo 900 pL de solugdo salina estéril a 0,85%. As dilui¢des subsequentes (102
e 107%) seguiram a mesma metodologia, transferindo 100 pL da dilui¢do anterior para novo
microtubo com 900 pL de salina estéril. Esse método contribui para melhor quantificagio e

sensibilidade na recuperagdao microbiana (MADSEN et al., 2020).
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4.7.3. Semeadura e incubacio

As placas de MSA (KASVI) foram previamente aquecidas em estufa a 37°C. De
cada diluigdo (10° 107!, 107?), foi inoculado volume de 100 uL em placas contendo meio
Mannitol (KASVI) Salt Agar, utilizando técnica de espalhamento em superficie (spread-plate).
O procedimento consistiu em aplicar 100 pL sobre a superficie do meio solidificado e espalhar
o indculo com auxilio de alg¢a de Drigalski esterilizada, realizando movimentos circulares por
toda a superficie da placa até completa absor¢do do liquido. Cada dilui¢cdo foi plaqueada em
duplicata para garantir confiabilidade dos resultados. As placas foram identificadas de acordo
com o ponto amostral e a diluigdo correspondente. O MSA foi escolhido por ser meio seletivo
e diferencial, recomendado para isolamento presuntivo de Staphylococcus, em procedimentos
de vigilancia microbiologica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2000). As placas foram incubadas com o meio voltado para cima em estufa bacterioldgica, em
aerobiose, a temperatura de 35 a 37°C, por periodo de 24 a 48 horas. No total, considerando as

diluigdes e duplicatas, foram utilizadas 36 placas de MSA por ciclo de coleta.

4.8. Analise microbioldgica

4.8.1. Materiais para andlise microbiologica

Os materiais empregados incluiram placas de Petri contendo meio Brain Heart
Infusion (BHI), (KASVI) suplementado com &agar bacteriologico para conferir consisténcia
solida, algas bacterioldgicas calibradas estéreis, bico de Bunsen para esterilizagdo de algas,
laminas de vidro, peréxido de hidrogénio a 10%, kit de colora¢dao de Gram (cristal violeta, lugol,
descolorante e safranina), tubos de vidro estéreis, tubos contendo caldo BHI, tubos Falcon de
15mL, plasma de coelho liofilizado (Coaguplasma), crondometro, microscopio optico com
objetiva de imersdo, 6leo de imersdo, estufa bacteriologica, canetas de identificagdo, planilhas

de registro e racks para organizagao.
4.8.2. Leitura e isolamento primdrio

Apos o periodo de incubagdo, foi realizada contagem das Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) em cada placa. As placas foram setorizadas na bancada de acordo com os
pontos amostrais para facilitar a organiza¢do e contagem. Foram selecionadas para contagem
as placas que apresentaram entre 3 e 300 colonias, sendo registradas as contagens em planilha
especifica, incluindo placas incontaveis (acima de 300 coldnias). O calculo da carga bacteriana

foi ajustado ao método de amostragem por swab, sendo os resultados expressos em UFC/cm?.
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Para isso, o nimero médio de coldnias obtido nas placas selecionadas foi multiplicado pelo
inverso da diluicdo e pelo volume total da amostra, sendo o valor resultante dividido pelo
volume plaqueado e pela area superficial amostrada, conforme a formula especifica para o
método swab (O’TOOLE, 2016).

As colonias foram diferenciadas de forma presuntiva com base na fermentagao do
manitol. Coldnias amarelas, indicativas de fermenta¢do do manitol com produgdo de 4cido e
consequente mudancga do indicador de pH, foram consideradas presuntivas para Staphylococcus
coagulase-positivos. Colonias vermelhas ou rosadas, que ndo fermentaram o manitol, foram
consideradas presuntivas para estafilococos coagulase-negativos.

Para confirmagao da identificagdo, selecionaram-se trés colonias representativas de
cada morfotipo (manitol-positivo e manitol-negativo) por ponto amostral. Os critérios de
selecdo incluiram coldnias isoladas, com morfologia caracteristica (redondas, convexas) e
crescimento tipico. Cada coldnia selecionada foi repicada por estria de esgotamento em placas
contendo meio Brain Heart Infusion (BHI) (KASVI), suplementado com agar bacterioldgico.
A técnica de estria de esgotamento foi realizada dividindo a placa em trés quadrantes. No
primeiro quadrante, realizou-se estria, em zigue-zague, em metade da placa. Apds girar a placa
90°, trocou-se a alga esterilizada e estriou-se at¢ a metade do segundo quadrante. Novamente,
girou-se a placa 90°, trocou-se a alca esterilizada e estriou-se o quadrante restante. Este
procedimento foi realizado sem cruzar as estrias anteriores, reduzindo progressivamente o
indculo para obten¢do de coldnias isoladas. As placas foram incubadas com o meio voltado
para cima a 35 a 37°C por 24 horas para obtencdo de culturas puras. Cada colonia selecionada

gerou uma nova placa de BHI para sequéncia de testes confirmatorios.
4.8.3. Testes confirmatorios

A partir das culturas puras em BHI agar, procedeu-se aos testes bioquimicos para
confirmagdo do género Staphylococcus e diferenciacdo entre espécies coagulase-positivas e

coagulase-negativas (PINHEIRO, 2018).

e Teste da Catalase: Realizado em fluxo laminar para diferenciar Staphylococcus
(catalase-positiva) de Streptococcus (catalase-negativa). O procedimento consistiu em
colocar sobre lamina de vidro uma gota de peroxido de hidrogénio a 10%, capturar
coldnia isolada de cada placa de BHI 4gar sem tocar em outras colonias, com alga
calibrada esterilizada, esfregar a ponta da al¢a na gota de peréxido de hidrogénio e

observar formacao de bolhas de ar. A enzima catalase converte peréxido de hidrogénio
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em oxigénio e dgua, sendo a liberagdo do oxigénio observada pela formagao imediata
de bolhas, indicativo de teste positivo. Isolados, os catalase-positivos foram mantidos
para continuidade dos testes. Os resultados foram registrados em planilha de
identificacdo, e as placas foram setorizadas na bancada, separando aquelas que
continuariam no experimento das que seriam descartadas.

Coloracdo de Gram: Teste utilizado para confirmacdo da morfologia de
Staphylococcus Gram-positivos, frequentemente dispostos em cachos. A confec¢do do
esfregaco foi realizada em fluxo laminar, colocando uma gota de solucdo salina a 0,85%
estéril sobre lamina de vidro, selecionando bactéria isolada da placa de BHI 4gar e
capturando-a com al¢a calibrada esterilizada, esfregando a alga na gota de salina,
espalhando no centro da lamina com movimentos suaves para evitar destrui¢do
microscopica dos cachos da estrutura bacteriana. Esperou-se a lamina secar por
completo a temperatura ambiente. O procedimento de coloragdo consistiu em: cobrir a
lamina com cristal violeta por 60 segundos, lavar com esguicho de dgua destilada; cobrir
com lugol por 60 segundos, lavar com agua destilada; cobrir com descolorante por 10
segundos, lavar imediatamente com agua destilada, coradas com safranina por 60
segundos e lavar com agua destilada. A lamina foi seca, utilizando a chama do bico de
Bunsen com movimentos répidos. A observacdo foi realizada em microscopio Optico
com objetiva de imersdo, utilizando-se 6leo de imersdo. Staphylococcus coagulase-
positivos e coagulase-negativos apresentaram coloracao roxo-azulada (Gram-positivo)
e morfologia de cocos dispostos em cachos. Foram registrados na planilha de
identificagdo apenas os isolados que apresentaram morfologia de cocos Gram-positivos,
sendo as placas organizadas nos setores corretos da bancada para continuidade ou
descarte.

Repique para caldo BHI: Isolados que apresentaram resultados positivos nos testes de
catalase e coloragdo de Gram, repicados para caldo BHI. Em fluxo laminar, tubos Falcon
de 15 mL contendo 5 mL de caldo BHI estéril foram identificados com fita crepe
contendo o cddigo do isolado. Verificou-se, previamente, se o caldo estava translucido,
uma vez que meio turvo indica crescimento bacteriano prévio e ndo deve ser utilizado.
Com alga calibrada esterilizada, coletou-se colonia isolada da placa de BHI agar por
estria de esgotamento e transferiu-se para o caldo BHI identificado. O tubo foi
homogeneizado suavemente e incubado a 37°C, por 18 a 24 horas.

Teste da Coagulase em Tubo: Considerado padrao-ouro para diferenciar

Staphylococcus aureus (coagulase-positiva) dos Staphylococcus coagulase-negativos
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(ECN). Apds 18 a 24 horas de incubagdo, os caldos BHI foram processados. Tubos de
vidro estéreis foram organizados em rack e identificados de acordo com os tubos de
caldo BHI. O plasma de coelho liofilizado (Coaguplasma), (BD BBL Coagulase
Plasma, Rabbit with EDTA) foi aberto com tesoura esterilizada e reidratado com 3 mL
de solugdo salina a 0,85%, sendo agitado vigorosamente, porém com cuidado. Foram
adicionados 300 pL de plasma reidratado em cada tubo de vidro. Os caldos BHI foram
homogeneizados em vortex e 140 uL de indculo foram transferidos sobre o plasma em
cada tubo correspondente. Os tubos foram novamente homogeneizados em vortex e
incubados em estufa bacteriologica a 35 a 37°C. A leitura da coagulagdo foi realizada
apos 4 e 24 horas de incubagdo. A formagdo de coagulo visivel no fundo do tubo foi
interpretada como resultado positivo para coagulase livre, indicativo de Staphylococcus
aureus (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2000). Os isolados
que ndo apresentaram coagulacdo foram classificados como Staphylococcus Coagulase-
Negativos (ECN), grupo que inclui espécies com relevancia crescente em infecgdes
associadas a assisténcia a saude (PINHEIRO, 2018). Os resultados foram registrados

em planilha especifica.

4.8.4. Congelamento dos isolados

Para preservagao dos isolados, foram selecionadas amostras representativas dos
resultados obtidos: duas verdadeiro-positivas (colonias amarelas no MSA e coagulase-
positivas), duas verdadeiro-negativas (colonias vermelhas no MSA e coagulase-negativas),
duas falso-positivas (colonias amarelas no MSA e coagulase-negativas) e duas falso-negativas
(colonias vermelhas no MSA e coagulase-positivas) por coleta. O procedimento foi realizado
em fluxo laminar. Criotubos de 2 mL estéreis e microtubos de 1,5 mL estéreis foram
identificados com o cdédigo do isolado. Foram adicionados 300 pL de glicerol 80% estéril em
cada tubo.

Os caldos BHI crescidos (incubados a 37°C por 18 a 24 horas) foram
homogeneizados em vortex e 700 pL, pipetados sobre o glicerol 80% nos tubos. Os tubos
contendo glicerol e caldo crescido foram homogeneizados em voértex. Dois criotubos por
isolado foram armazenados em freezer a -80°C e um microtubo, armazenado em freezer a -

20°C, para estudos posteriores.

4.9. Analise estatistica
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Os dados de carga microbiana (UFC/cm?) foram organizados e tabulados no
Microsoft Excel 2019, sendo submetidos a transformacao logaritmica (logio). A comparacao da
carga microbiana entre os quartos ocupados (PSQ, PNU e SV) e o ambiente pos-limpeza (LP)
foi realizada por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para amostras independentes.

O desempenho diagnéstico do meio Mannitol Salt Agar (MSA) foi avaliado a partir
da constru¢do de matriz de contingéncia 2x2, utilizando o teste da coagulase como padrao-ouro,
com calculo de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e intervalos de confianga de 95% (IC 95%). A concordancia entre os resultados
presuntivos do MSA e os testes confirmatdrios foi mensurada pelo coeficiente Kappa de Cohen,
interpretado conforme os critérios de Landis e Koch (1977).

Os graficos e analises estatisticas foram elaborados no software GraphPad Prism 9,
adotando-se o nivel de significancia de p < 0,05, e as analises descritivas, médias, medianas,
somas totais e propor¢des percentuais para caracterizacdo da distribuicdo da contaminagdo

microbiana nos diferentes ambientes e pontos amostrais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacido geral das amostras coletadas

Foram realizadas quatro coletas ambientais em diferentes quartos hospitalares,
totalizando 24 amostras distribuidas em seis pontos amostrais por ambiente (TR1, TR2, CO1,
CO2, CH1 e CH2). Trés ambientes encontravam-se ocupados por pacientes com diferentes
tempos de internagdo e quadros clinicos: quarto PSQ (cinco dias, transtorno psiquiatrico),
quarto PNU (dois dias e meio, pneumonia) e sala vermelha SV (seis horas, insuficiéncia
respiratoria). Um quarto (LP) foi amostrado apds limpeza terminal, permanecendo desocupado
ha 30 minutos. A Tabela 1 apresenta a caracterizagdo dos ambientes de coleta e a distribui¢ao
da carga microbiana por ponto amostral.

Tabela 1 - Carga microbiana de Staphylococcus (UFC/cm?) por ponto amostral e tipo de

coldnia nos quatro quartos avaliados.

Ponto Tipo PSQ PNU SV LP
TR1 Amarelas 3,11x10! 1,00x10° 8,58x10! 4,00%107!
TRI1 Rosa 1,87x10! 4,00x10° 3,51x10! 1,60x10°
TR2 Amarelas 3,80x10° 1,20x10° 1,00x10° <LD
TR2 Rosa 4,80x10° 1,48x10! 4,40%x10° 1,20x10°
COl Amarelas 5,34x10! 2,22x10! 1,18x10? 2,40%x10°
COl Rosa 2,07x10! 2,80x10° 4,62x10! 8,00x107!
CO2 Amarelas 6,00x10° 2,60x10° 1,40x10° <LD
cO2 Rosa 2,00x10° <LD 1,40x10° <LD
CH1 Amarelas 3,78x10? 2,28x107 3,48x10? 2,00x10!
CHI1 Rosa 1,68x10>  1,26x10*  1,46x10? 5,60x10°
CH2 Amarelas 3,48x10? 1,62x10° 3,92x10? 1,84x10!
CH2 Rosa 1,98x10? 1,40x10? 1,88x10? 1,44x10"
Total por quarto 1,233x103 7,05%102 1,367x103 6,48x10!

Fonte: Autor (2025)

Legenda: PSQ: enfermaria masculina com paciente internado por transtorno psiquiatrico, PNU: enfermaria
feminina com paciente internado por pneumonia; SV: sala vermelha com paciente em insuficiéncia respiratoria;
LP: quarto da maternidade apds limpeza terminal. TR1: travesseiro face frontal; TR2: travesseiro face posterior;
CO1: colchao regido cefalica; CO2: colchdo regido podalica; CH1: piso proximo ao leito; CH2: piso proximo a
porta. <LD: abaixo do limite de detec¢o (< 4,00x10°! UFC/cm?).

A analise da distribui¢do proporcional da carga microbiana total demonstrou que os

quartos ocupados concentraram 98,1% da contaminacdo recuperada (Figura 2). O quarto SV
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apresentou 40,6% da carga total (1.367 UFC/cm?), seguido por PSQ com 36,6% (1.233
UFC/cm?) e PNU com 20,9% (705 UFC/cm?). O quarto LP, apos limpeza terminal, representou
apenas 1,9% (64,8 UFC/cm?) da carga microbiana total.

Figura 2 - Distribuicao proporcional da carga microbiana total por quarto avaliado.

Fonte: Autor (2025)
Legenda: PSQ: enfermaria masculina; PNU: enfermaria feminina; SV: sala vermelha; LP: quarto ap6s limpeza.

A sala vermelha (SV) apresentou maior carga microbiana apesar do menor tempo
de ocupagdo (6 horas), sugerindo influéncia de fatores além do tempo de internagdo na
contaminag¢do ambiental, como gravidade do paciente, intensidade de manipulacao pela equipe
assistencial e natureza do quadro clinico. Esse achado corrobora os estudos de Yuen, Chung e
Loke (2015), que demonstraram que superficies proximas a pacientes criticos apresentam
contaminag¢do superior devido a maior frequéncia de manipulagdo e procedimentos geradores
de aerossois.

As superficies avaliadas apresentaram padrdo heterogéneo de contaminagdo. Os
pontos de piso (CH1 e CH2) demonstraram as maiores cargas microbianas, com valores que
variaram de 302 UFC/cm? no quarto PNU a 580 UFC/cm? no quarto SV. As superficies de
contato direto com o paciente apresentaram niveis intermediarios. A regido cefalica do colchdo
(CO1) demonstrou valores que variaram de 53,4 UFC/cm? no quarto PSQ a 118 UFC/cm? no
quarto SV. A face frontal do travesseiro (TR1) apresentou contaminagdo que variou de 1,0
UFC/cm? no quarto PNU a 85,8 UFC/cm? no quarto SV.

As superficies com menor contato direto apresentaram as menores cargas
microbianas. A face posterior do travesseiro (TR2) e a regido podalica do colchdo (CO2)
demonstraram valores consistentemente inferiores aos demais pontos, com médias de 3,55
UFC/cm? e 3,10 UFC/cm?, respectivamente, considerando todos os quartos ocupados. Este
padrdo sugere gradiente espacial de contaminacdo relacionado a proximidade e frequéncia de

contato com o paciente, conforme documentado por Kurashige, Oie e Furukawa (2016), que
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observaram gradiente similar em quartos de pacientes colonizados por MRSA, com maiores

cargas microbianas nas superficies mais proximas ao paciente-fonte.
5.2. Analise quantitativa da carga microbiana por tipo de superficie

A carga microbiana expressa em UFC/cm? revelou heterogeneidade substancial
entre superficies e ambientes. A Tabela 2 apresenta a distribuicdo da carga microbiana média
por tipo de superficie nos quartos ocupados.

Tabela 2 - Carga microbiana média por tipo de superficie nos quartos ocupados.

Tipo de Superficie Média (UFC/cm?) Desvio Padrao Mediana (UFC/cm?)

Piso (CH1 + CH2) 318,5 98,2 354,0
Colchao (CO1 + CO2) 37,6 42,1 25,0
Travesseiro (TR1 + TR2) 27,0 32,8 8,8

Fonte: Autor (2025)
Legenda: Valores representam médias dos quartos PSQ, PNU e SV. A transformagdo logaritmica foi aplicada

para normalizac@o dos dados e calculo de medianas.

Os pontos de piso apresentaram as maiores cargas, com valores médios de 3,18x10?
UFC/cm? em CH1 e 3,19x10? UFC/cm? em CH2. Superficies de colchdo registraram valores
intermediarios, com média de 7,18x10! UFC/cm? em CO1 e 4,00x10° UFC/cm? em CO2. Os
travesseiros apresentaram as menores cargas, com média de 4,55x10' UFC/cm? em TR1 e
7,23x10° UFC/cm? em TR2.

Tal achado alinha-se as observagdes de Oliveira de Souza e colaboradores (2014),
que identificaram contaminagdo por Staphylococcus em pisos de ambientes hospitalares, e de
Dresch e colaboradores (2018), que descreveram padrao similar em unidades de terapia
intensiva. A predomindncia de contamina¢do em pisos pode ser atribuida a deposi¢do
gravitacional de particulas biologicas, ao trafego intenso de profissionais e equipamentos, e a
menor frequéncia de desinfeccdo em comparacao a superficies de alto contato, proximas ao
paciente (DANCER, 2023). Chaoui e colaboradores (2019) confirmaram que a contaminagao
de pisos contribui para disseminagao horizontal de microrganismos multirresistentes através de

rodas de equipamentos e cal¢ados de profissionais.
5.3. Recuperacio e quantificacdo de colonias em meio MSA

A semeadura em meio Mannitol Salt Agar possibilitou o crescimento e¢ a
diferenciagdo presuntiva de Staphylococcus com base na fermentacdo do manitol. Durante o

processo de contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) em todas as placas semeadas,
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foram contabilizadas aproximadamente 2.231 coldnias totais ao longo das quatro coletas, das
quais cerca de 1.231 apresentaram coloracdo amarela (manitol-positivas, presuntivas para
Staphylococcus aureus) e aproximadamente 1.000 apresentaram coloracao rosa ou vermelha
(manitol-negativas, presuntivas para Staphylococcus coagulase-negativos).

Para os testes confirmatodrios, foram selecionadas 126 colonias representativas,
sendo trés colonias de cada morfotipo (amarela e rosa) por ponto amostral, totalizando 36
colonias por quarto nos trés quartos ocupados ¢ 18 colonias no quarto LP. Dos 126 isolados
selecionados, trés (2,4%) ndo apresentaram morfologia compativel com Staphylococcus na
coloracdo de Gram, sendo excluidos das andlises subsequentes. Assim, 123 isolados
confirmados como pertencentes ao género Staphylococcus foram submetidos ao teste da
coagulase para diferenciacdo entre espécies coagulase-positivas e coagulase-negativas.

A distribui¢do de colonias contadas nas placas variou de forma expressiva entre os
pontos amostrais, conforme ilustrado na Figura 3. Os pontos localizados no piso (CH1 e CH2)
concentraram 63,8% do total de UFC recuperadas, enquanto superficies proximas ao paciente
(travesseiros e colchdes) apresentaram cargas inferiores. O meio MSA tem sido utilizado como
ferramenta de triagem presuntiva desde os estudos cldssicos de Chapman (1945), que
demonstraram que S. aureus fermenta manitol enquanto a maioria dos Staphylococcus
coagulase-negativos ndo apresentam essa caracteristica. Kateete e colaboradores (2010)
avaliaram o desempenho do MSA em isolados clinicos, confirmando sua utilidade na
identificagdo presuntiva de S. aureus, embora ressaltem a necessidade de testes confirmatdrios
adicionais.

Figura 3 - Distribuigao total de colonias por ponto amostral.
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Fonte: Autor (2025)
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Legenda: TRI1: travesseiro face frontal, TR2: travesseiro face posterior; COl: colchdo regido cefalica; CO2:
colchdo regido podalica; CHI: piso proximo ao leito; CH2: piso proximo a porta. Os dados representam a soma

de todas as colonias contadas nas quatro coletas (PSQ, PNU, SV e LP).

A face frontal do travesseiro (TR1) recuperou aproximadamente 178 UFC somadas
em todas as coletas, enquanto a face posterior (TR2) apresentou cerca de 80 UFC. No colchao,
aregido cefalica (COI) registrou aproximadamente 264 UFC e a regido podalica (CO2) apenas
76 UFC, evidenciando maior contamina¢do nas areas de contato com cabega e pescoco do
paciente. Os pontos de piso (CH1 e CH2) apresentaram cargas microbianas substancialmente
superiores aos demais pontos amostrais, concentrando aproximadamente 64% da carga

microbiana total, com ~712 UFC em CHI1 e ~711 UFC em CH2.
5.4. Comparacio entre quartos ocupados e quarto limpo

O quarto submetido a limpeza terminal (LP) apresentou carga microbiana
significativamente inferior aos ambientes ocupados. A Figura 4 apresenta a comparagdo da
distribuicao da carga microbiana entre os quartos ocupados e o ambiente pds-limpeza.

Figura 4 - Distribuicdo da carga microbiana entre quartos ocupados e ambiente pos-limpeza.

Analise Comparatva

B ALA MASCULINA I ALA FEMININA [ SALA VERMELHA POS LIMPEZA

Fonte: Autor (2025).
Legenda: PSQ: enfermaria masculina; PNU: enfermaria feminina; SV: sala vermelha; LP: quarto p6s-limpeza. As
caixas representam os intervalos interquartis, as linhas horizontais indicam as medianas e os pontos externos

representam valores individuais de cada ponto amostral.

A mediana de UFC/cm? no quarto LP foi 1,2x10", enquanto nos quartos ocupados
variou entre 2,3x10' (SV) e 4,7x10' (PSQ). A andlise estatistica foi realizada através de

comparagdes pareadas, utilizando o teste de Mann-Whitney. A comparagdo entre a ala
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masculina (PSQ) e o ambiente pds-limpeza demonstrou diferenga estatistica (U = 32,0; p =
0,030), confirmando redu¢do da carga microbiana ap6s o processo de desinfeccao.

A sala vermelha (SV) apresentou diferenga significativa quando comparada ao
ambiente pos-limpeza (U =32,0; Z=2,24; p=0,025), com valores substancialmente superiores.
A ala feminina (PNU) ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao ambiente limpo (U =
9; p =0,089), embora tenha demonstrado tendéncia de valores superiores. Esse resultado pode
estar relacionado ao tempo intermediario de ocupagao (2,5 dias) ou a implementacao de praticas
de limpeza concorrente mais efetivas na enfermaria feminina.

O resultado obtido alinha-se aos achados de Hamed e colaboradores (2024), que
demonstraram redugdo substancial da contaminagdo bacteriana ap6s protocolos intensificados
de limpeza em unidade de terapia intensiva, com reducao superior a 90% da carga microbiana.
Intervencdes de limpeza intensificadas promoveram reducdo significativa na contagem
bacteriana de superficies de alto contato, corroborando a redug¢do observada no quarto pos-
limpeza. Peters e colaboradores (2022) consolidaram evidéncias através de revisdo sistematica,
indicando que intervengdes de higiene ambiental impactam diretamente na colonizagdo de
pacientes e na incidéncia de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude.

A persisténcia de contaminagdo residual de 64,8 UFC/cm? em todos os pontos
amostrais do quarto LP, mesmo 30 minutos apds limpeza terminal, sugere a revisao dos
protocolos de limpeza atualmente utilizados, uma vez que o crescimento bacteriano se mostrou
resistente. Maeda, Oie e Furukawa (2015) avaliaram a eficacia da desinfec¢do com éalcool em
superficies contaminadas por S. aureus, observando que aplicagdo inica nem sempre elimina
totalmente a carga microbiana. A detec¢do de contaminagdo no ambiente pos-limpeza indica
necessidade de revisdo dos procedimentos, com atencdo para tempo de contato dos
desinfetantes, concentracdo adequada dos produtos quimicos e cobertura completa das
superficies (DANCER, 2023). Porter e colaboradores (2024) demonstraram através de revisao
sistematica que patdgenos hospitalares podem persistir por periodos prolongados em
superficies inanimadas, com S. aureus capaz de sobreviver por até sete meses em condi¢des

ambientais, o que reforga a importancia de protocolos rigorosos de desinfeccao.

5.5. Diferenciacao fenotipica dos Staphylococcus: Testes confirmatorios (catalase,
Gram e coagulase)

5.5.1. Teste da catalase
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Foram selecionadas 126 colonias para realizagao dos testes confirmatorios, sendo o
primeiro, teste da produgdo de catalase (Figura 5) trés colonias de cada morfotipo (amarela e
rosa) por ponto amostral, totalizando 36 colonias por quarto, nos trés quartos ocupados e 18
colonias no quarto LP.

Figura 5 - Teste de producdo da catalase.

Fonte: Autor (2025).
Legenda: Formagao imediata de bolhas de oxigénio apos adigdo de peroxido de hidrogénio a 10% sobre colonia

bacteriana isolada, indicando presenca da enzima catalase.

Todas as 126 colonias selecionadas apresentaram teste de catalase positivo,
confirmando que os isolados pertenciam ao grupo dos cocos Gram-positivos catalase-positivos,
compativel com o género Staphylococcus. Esse resultado validou a seletividade do meio MSA
para o crescimento de Staphylococcus, uma vez que nenhum isolado catalase-negativo foi
detectado entre as colonias selecionadas. A enzima catalase decompde o perdxido de hidrogénio
em agua e oxigénio, protegendo as células bacterianas dos efeitos toxicos das espécies reativas
de oxigénio, constituindo a primeira etapa na identificagdo laboratorial de Staphylococcus

(KATEETE et al., 2010).
5.5.2. Coloracao de Gram

Para confirmacao da morfologia de Gram-positivos e cocos dispostos em cachos,
caracteristica do género Staphylococcus, foi feito o teste de coloragao de Gram (Figura 6).

Dos 126 isolados submetidos a coloragdo de Gram, 123 (97,6%) apresentaram
morfologia tipica de cocos Gram-positivos dispostos em arranjos irregulares semelhantes a

cachos de uva, confirmando pertencimento ao género Staphylococcus. Tré€s isolados (2,4%)
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apresentaram morfologia de bacilos Gram-positivos, sendo excluidos das andlises subsequentes

por ndo corresponderem ao género estudado.

Figura 6 - Teste de coloracao de Gram.

Fonte: Autor (2025)

Legenda: Cocos Gram-positivos (coloragdo roxo-azulada) dispostos em arranjos irregulares semelhantes a cachos
de uva, caracteristica morfologica distintiva do género Staphylococcus. Visualizagdo em microscopio dptico com
objetiva de imersdo (1000x).

Os trés isolados excluidos foram originados de colonias que cresceram em MSA,
mas nao apresentaram morfologia compativel com Staphylococcus: um isolado proveniente de
colonia amarela do ponto CO1 do quarto SV, um de colonia rosa do ponto CH1 do quarto LP e
um de colonia amarela do ponto CH2 do quarto LP. A presenca desses isolados demonstra que
o meio MSA, embora seletivo, ndo apresenta seletividade absoluta para o género
Staphylococcus, permitindo crescimento ocasional de outros microrganismos halotolerantes.
Becker, Heilmann e Peters (2014) descreveram que microrganismos halotolerantes, incluindo
algumas espécies de Bacillus, podem ocasionalmente crescer em MSA, devido a tolerancia a

concentracao elevada de NaCl.
5.5.3. Teste da coagulase

Realizado como teste confirmatdrio para diferenciar Staphylococcus aureus
(coagulase-positiva) dos Staphylococcus coagulase-negativos (ECN), o teste de coagulase
(Figura 7) segue como padrao-ouro para esse tipo de triagem microbiologica.

Dos 123 isolados testados, 61 foram provenientes de colonias amarelas (presuntivo
para S. aureus) e 62 de colonias rosa (presuntivo para ECN). A Tabela 3 apresenta a distribuicao

detalhada dos resultados do teste da coagulase por quarto avaliado.
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Figura 7 - Teste de coagulase em tubo.

Fonte: Autor (2025)

Legenda: Tubo de ensaio contendo plasma de coelho e indculo bacteriano apds 24 horas de incubagdo a 37°C. A
auséncia de coagulo firme indica resultado negativo para coagulase livre, caracterizando Staphylococcus
Coagulase-Negativo (ECN).

Tabela 3 - Distribui¢do dos resultados do teste da coagulase por quarto e morfotipo de

colonia.

Colonias Colonias
Quarto Amarelas Coagulase + Coagulase - Rosa Coagulase + Coagulase -

Testadas Testadas
PSQ 18 15 (83,3%) 3 (16,7%) 18 6 (33,3%) 12 (66,7%)
PNU 18 13 (72,2%) 5(27,8%) 18 2 (11,1%) 16 (88,9%)
SV 17 15 (88,2%) 2 (11,8%) 17 4 (23,5%) 13 (76,5%)

LP 8 4 (50,0%) 4 (50,0%) 9 4 (44,4%) 5 (55,6%)

Total 61 47 (77,0%) 14 (23,0%) 62 16 (25,8%) 46 (74,2%)

Fonte: Autor (2025)
Legenda: PSQ: enfermaria masculina; PNU: enfermaria feminina; SV: sala vermelha; LP: quarto p6s-limpeza.
Coag+: coagulase-positivo; Coag-: coagulase-negativo.

Entre as 61 coldnias amarelas, 47 (77,0%) apresentaram teste de coagulase positivo,
confirmando a identifica¢do presuntiva de S. aureus. Os 14 isolados restantes (23,0%) foram
negativos para coagulase, caracterizando resultados falso-positivos do MSA, ou seja, ECN
fermentadores de manitol. Entre as 62 colonias rosa, 46 (74,2%) foram negativas para
coagulase, confirmando a identificacdo presuntiva de ECN. Dezesseis isolados (25,8%)
apresentaram coagulase positiva, caracterizando resultados falso-negativos do MSA, ou seja, S.

aureus nao fermentadores de manitol ou com fermentacao tardia.
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A taxa de falso-positivos indica presengca de ECN fermentadores de manitol entre
os isolados ambientais. Ayepola e colaboradores (2017) descreveram que espécies como S.
xylosus e S. saprophyticus fermentam manitol, gerando resultados falso-positivos em MSA.
Becker, Heilmann e Peters (2014) ressaltam que algumas espécies de Staphylococcus
coagulase-negativos podem fermentar manitol, o que explica os resultados discordantes,
observados. Os resultados falso-negativos representam cepas de S. aureus com fermentacao
tardia ou ausente do manitol. Oliveira de Souza e colaboradores (2015) relataram isolamento
de MRSA manitol-negativo em amostras de swabs nasais no Brasil, demonstrando que nem
todos os isolados de S. aureus fermentam manitol no periodo padrdo de incubagdo, o que
justifica a necessidade de confirmacao adicional através do teste da coagulase. Shields (2015)
observa que variantes atipicas de S. aureus podem ndo fermentar manitol no periodo padrao de
incubacao.

O quarto LP apresentou menor niimero de colonias disponiveis para teste devido a
baixa carga microbiana, demonstrando maior taxa de resultados discordantes em comparacao
aos quartos ocupados. O nimero reduzido de isolados (n=17) limita interpretagdo estatistica,
mas a maior propor¢do de resultados discordantes pode indicar diversidade aumentada de

espécies halotolerantes capazes de sobreviver aos processos de desinfec¢ao.
5.6. Prevaléncia de Staphylococcus coagulase-positivos e negativos

Foram analisados 123 isolados confirmados como pertencentes ao género
Staphylococcus através dos testes de catalase e coloragdo de Gram. O teste da coagulase em
tubo permitiu a diferenciacdo definitiva entre espécies coagulase-positivas e coagulase-
negativas. A Figura 8 apresenta a comparagdo do nimero total de isolados por quarto avaliado.

Figura 8 - Comparacdo de isolados coagulase-positivos e negativos entre quartos.
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Fonte: Autor (2025)

Legenda: PSQ: enfermaria masculina; PNU: enfermaria feminina; SV: sala vermelha; LP: quarto pds-limpeza.

No quarto PSQ, foram testados 36 isolados, sendo 21 coagulase-positivos (58,3%)
e 15 coagulase-negativos (41,7%). No quarto PNU, foram analisados 36 isolados, apresentando
15 coagulase-positivos (41,7%) e 21 coagulase-negativos (58,3%), demonstrando maior
propor¢ao de ECN em comparagao aos demais quartos ocupados. Na sala vermelha SV, foram
testados 34 isolados, com 19 coagulase-positivos (55,9%) e 15 coagulase-negativos (44,1%).
No quarto LP, foram analisados 17 isolados, apresentando 8 coagulase-positivos (47,1%) ¢ 9
coagulase-negativos (52,9%).

Os dados demonstram distribui¢do relativamente equilibrada entre os dois grupos
em todos os ambientes, com leve predominancia de coagulase-positivos nos quartos PSQ e SV,
e predominancia de coagulase-negativos no quarto PNU. A variagdo observada sugere
influéncia de fatores ambientais e caracteristicas dos pacientes sobre a composicdo da
microbiota de Staphylococcus, em superficies hospitalares.

Considerando todos os ambientes avaliados, foram confirmados 63 isolados
coagulase-positivos (51,2%) e 60 isolados coagulase-negativos (48,8%), demonstrando
distribuicao praticamente equilibrada entre os dois grupos. Nos quartos ocupados (PSQ, PNU
e SV), foram identificados 55 isolados coagulase-positivos (52,4%) e 51 coagulase-negativos
(47,6%), enquanto no quarto limpo a propor¢do foi de 8 coagulase-positivos (47,1%) e 9
coagulase-negativos (52,9%).

A distribuigdo equilibrada entre isolados coagulase-positivos (51,2%) e coagulase-
negativos (48,8%) contrasta com a expectativa inicial de predominancia de S. aureus. Esse
achado ressalta a relevancia crescente dos ECN como patdgenos hospitalares, conforme
documentado por Menezes e colaboradores (2022), que isolaram espécies multirresistentes de
Staphylococcus coagulase-negativos em unidade de terapia intensiva neonatal. Michalik e
colaboradores (2020) destacam que ECN emergiram como patdégenos oportunistas, nas ultimas
décadas, associados a infecgdes de dispositivos médicos e bacteremias em pacientes
imunocomprometidos. Pedroso e colaboradores (2018) demonstraram que Staphylococcus
coagulase-negativos, isolados de infecgdes da corrente sanguinea, apresentaram perfil de
multirresisténcia, refor¢ando a importancia clinica desse grupo microbiano.

A razdo coagulase-positivos/coagulase-negativos variou entre os ambientes: PSQ
apresentou razdo de 1,4:1; PNU, 0,71:1; SV, 1,27:1; e LP, 0,89:1. A variagdo observada sugere
influéncia de fatores ambientais, caracteristicas dos pacientes (tempo de internagdo, patologia

de base, uso de antimicrobianos) e praticas assistenciais sobre a composicado da microbiota



56

estafilocdcica, em superficies hospitalares. A predominancia de S. aureus nos quartos PSQ e
SV, ambos com pacientes que apresentavam maior complexidade clinica ou tempo de
internacdo mais prolongado, reforca a associa¢do entre gravidade do quadro e colonizagdo

ambiental por esse patogeno.

5.7. Avaliacido do desempenho do meio Mannitol Salt Agar: Sensibilidade e

Especificidade

A comparacdo entre os resultados presuntivos do MSA (baseados na fermentagdo
do manitol) e os resultados confirmatérios do teste da coagulase permitiram avaliar o
desempenho diagndéstico do meio de cultura. A Figura 9 apresenta a distribui¢ao dos resultados

categorizados como verdadeiro-positivo, falso-positivo, verdadeiro-negativo e falso-negativo.

Figura 9 - Performance do meio MSA.
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Fonte: Autor (2025)

Legenda: VP: verdadeiro-positivo; FP: falso-positivo; VN: verdadeiro-negativo; FN: falso-negativo.

Dos 61 isolados que apresentaram colonias amarelas (manitol-positivas), em 47
confirmaram-se coagulase-positivos (verdadeiro-positivos) € 14 mostraram-se coagulase-
negativos (falso-positivos). Dos 62 isolados que produziram colonias rosa ou vermelhas
(manitol-negativas), em 46 confirmaram-se coagulase-negativos (verdadeiro-negativos) e em
16 revelaram-se coagulase-positivos (falso-negativos). Os resultados demonstraram que 47
isolados (38,2%) foram verdadeiro-positivos, 14 isolados (11,4%) falso-positivos, 46 isolados
(37,4%) verdadeiro-negativos e 16 isolados (13,0%) falso-negativos.

A partir desses dados, foram calculados os parametros de desempenho diagnostico
do MSA, utilizando matriz de contingéncia 2x2. A Tabela 4 apresenta os principais parametros

de validagdo diagnostica.
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Tabela 4 - Desempenho diagndstico do meio Mannitol Salt Agar em comparacao ao teste da

coagulase.
Parametro Formula Resultado Interpretacao
Boa capacidade do teste em
- VP / (VP + o |
Sensibilidade (%) 74,6% identificar amostras verdadeiras
FN) x 100 -
positivas
Boa capacidade do teste em
VN/ (VN + ‘ ‘
Especificidade (%) 76,7% identificar corretamente amostras
FP) x 100 .
negativas
Valor preditivo VP / (VP + 77 00, Alta probabilidade de um resultado
s 0
positivo - VPP (%) FP) x 100 positivo ser verdadeiro
Valor preditivo VN/ (VN + 4.9 Confiabilidade moderada dos
,270
negativo - VPN (%) FN) x 100 resultados negativos
, (Po-Peo)/(1- Concordancia moderada entre o teste
Indice Kappa (k) 0,51
P.) e o padrao-ouro

Fonte: Autor (2025)
Legenda: IC 95%: intervalo de confianga de 95%. Concordancia observada (P.): 0,756; Concordancia esperada

ao acaso (P.): 0,500.

A sensibilidade de 74,6% indica que o MSA identifica corretamente
aproximadamente trés em cada quatro isolados de S. aureus. A especificidade de 76,7%
demonstra capacidade similar do teste em identificar corretamente ECN. Esse valor indica que
cerca de um em cada quatro ECN fermenta manitol, gerando resultado falso-positivo.

O valor preditivo positivo (VPP) de 77,0% representa confiabilidade substancial
dos resultados positivos. Quando o MSA indica presenca de S. aureus através de colonia
amarela, existe 77% de probabilidade de que o isolado seja realmente coagulase-positivo. O
valor preditivo negativo (VPN) de 74,2% indica confiabilidade moderada dos resultados
negativos. O valor de 77,0% demonstra que, aproximadamente, um em cada quatro isolados
com colonia rosa € coagulase-positivo, representando cepas de S. aureus que ndo fermentam
manitol ou apresentam fermentagao tardia.

O indice Kappa de 0,51 indica concordancia moderada entre os dois métodos,
segundo os critérios de Landis e Koch (1977). Esse resultado sugere que o MSA apresenta
desempenho adequado como método de triagem presuntiva, embora a confirmagao através do

teste da coagulase permaneca necessaria para identificagdo definitiva de S. aureus.
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Os valores nos paragrafos acima situam-se dentro da faixa reportada na literatura
para meios seletivos e diferenciais. Kateete e pesquisadores (2010) avaliaram desempenho do
MSA em isolados clinicos, obtendo sensibilidade de 83,2% e especificidade de 72,5%, valores
proximos aos observados no presente estudo. Shittu e colaboradores (2006) reportaram
sensibilidade de 89,3% e especificidade de 86,4%, em caracterizacdo de S. aureus isolados, em
casos de mastite bovina, demonstrando variagdo no desempenho do teste conforme
caracteristicas da populacdo microbiana avaliada. A utilizagdo do indice Kappa para avaliar
concordancia entre métodos diagndsticos tém sido amplamente adotada na literatura
microbioldgica, sendo considerado padrio-ouro para mensuragdo de concordancia além do
acaso (LANDIS; KOCH, 1977).

A presenga de falso-positivos (11,4% dos isolados totais) indica ECN
fermentadores de manitol, enquanto falso-negativos (13,0% dos isolados totais) representam S.
aureus com fermentacao tardia ou ausente do manitol. A concordancia moderada entre o teste
presuntivo e o padrao-ouro (Kappa = 0,51) confirma que o MSA constitui ferramenta adequada

para triagem, mas requer confirmagdo obrigatoria através de testes adicionais.
5.8. Identificacdo de pontos criticos de contaminacgio

A andlise da distribuicdo espacial da contaminagdao permitiu a identificacdo de
pontos criticos que apresentaram maior risco de disseminagdo de Staphylococcus no ambiente
hospitalar. Os dados foram analisados considerando a carga total de Staphylococcus (expressa
em UFC/cm?) e a propor¢do de S. aureus confirmados por coagulase entre os isolados testados.
A Figura 10 apresenta a distribui¢do da carga microbiana por ponto amostral em cada quarto
avaliado.

Figura 10 - Distribuicao da carga microbiana por ponto amostral nos quartos avaliados.
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Legenda: PSQ: enfermaria masculina; PNU: enfermaria feminina; SV: sala vermelha; LP: quarto p6s-limpeza.
TR1: travesseiro face frontal; TR2: travesseiro face posterior; CO1: colchéo regido cefalica; CO2: colchéo regido
podalica; CH1: piso proximo ao leito; CH2: piso proximo a porta.

O grafico evidencia gradiente espacial de contaminagdo, com maior carga no piso
(CH1 e CH2), niveis intermediarios no colchdao (CO1 e CO2) e menores cargas no travesseiro
(TR1 e TR2). Esse padrao mantém-se consistente nos trés quartos ocupados, sugerindo
dindmica universal de deposi¢ao microbiana, independente do tempo de ocupagdo ou patologia
do paciente.

O piso proximo a porta (CH2) apresentou a maior carga microbiana média entre
todos os pontos avaliados, com 476 UFC/cm? considerando os trés quartos ocupados (PSQ: 546
UFC/cm?, PNU: 302 UFC/cm?, SV: 580 UFC/cm?). Esse ponto apresentou proporcao elevada
de S. aureus entre os isolados testados, variando de 50% no quarto PSQ a 67% no quarto SV.
A elevada contaminagdo nessa localizacdo reflete a concentragdo de trafego de profissionais de
saude, visitantes e equipamentos, que transportam microrganismos de areas externas para o
interior do quarto. Chaoui e colaboradores (2019) confirmaram que a contaminagdo de pisos
contribui para dissemina¢do horizontal de microrganismos multirresistentes, através de rodas
de equipamentos e calgados de profissionais.

O piso proximo ao leito (CH1) demonstrou o segundo maior nivel de contaminagao,
com média de 464,7 UFC/cm? (PSQ: 546 UFC/cm?, PNU: 354 UFC/cm?, SV: 494 UFC/cm?).
A propor¢ao de S. aureus nesse ponto variou de 67% no quarto PNU a 75% no quarto PSQ.
Esta superficie constitui area critica devido a proximidade com o paciente e a frequente
manipulagdo durante procedimentos assistenciais, favorecendo a deposicdo de material
bioldgico contaminado.

A regido cefalica do colchdo (COl) apresentou carga intermediaria de 87,5
UFC/cm? em média (PSQ: 74,1 UFC/cm?, PNU: 25,0 UFC/cm?, SV: 164,2 UFC/cm?). Este
ponto demonstrou propor¢do substancial de S. aureus, variando de 60% no quarto PSQ a 89%
no quarto PNU. A elevada contaminagdo nessa superficie relaciona-se ao contato direto e
prolongado com o paciente, especialmente em regides corporais que apresentam maior
densidade de colonizagdo por S. aureus como fossas nasais e orofaringe, conforme
documentado por Taylor, Tobin e Unakal (2025).

A face frontal do travesseiro (TR1) registrou média de 58,9 UFC/cm? (PSQ: 49,8
UFC/cm?, PNU: 5,0 UFC/cm?, SV: 120,9 UFC/cm?). A propor¢do de S. aureus variou

substancialmente entre os quartos, de 20% no quarto PNU a 71% no quarto SV. Essa varia¢ao
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sugere que a contaminagdo do travesseiro depende fortemente de caracteristicas individuais do
paciente, como status de colonizag@o nasal e padrdes respiratorios.

As superficies com menor contato direto apresentaram as menores cargas
microbianas. A regido podalica do colchdo (CO2) demonstrou média de 4,6 UFC/cm? (PSQ:
8,0 UFC/cm?, PNU: 3,0 UFC/cm?, SV: 2,8 UFC/cm?), refletindo menor deposi¢do microbiana
em areas distantes das principais fontes de contaminagdo. A face posterior do travesseiro (TR2)
apresentou média de 10,0 UFC/cm? (PSQ: 8,6 UFC/cm?, PNU: 16,0 UFC/cm?, SV: 5,4
UFC/cm?), confirmando que superficies sem contato direto com o paciente apresentam cargas
substancialmente inferiores.

A identificagdo desses pontos criticos fornece subsidios para priorizagdo de
intervengoes de limpeza e desinfecgdo. Os pisos devem receber atengdo especial nos protocolos
de higienizagdo, com limpeza frequente, utilizando desinfetantes de amplo espectro. A regido
cefalica do colchdo e a face frontal do travesseiro requerem desinfec¢do cuidadosa durante a
limpeza concorrente e terminal, com atengdo ao tempo de contato adequado dos desinfetantes.
A implementacao de barreiras fisicas como capas impermeaveis em colchdes e travesseiros,
pode reduzir a contaminacgdo profunda dessas superficies e facilitar os processos de limpeza,

conforme sugerido por Yuen, Chung e Loke (2015).
5.9. Relacao entre tempo de ocupaciio e carga microbiana

A andlise descritiva da relagdo entre tempo de ocupagao do leito e carga microbiana
revelou padrdo ndo linear. A Tabela 5 apresenta a sintese dos dados de tempo de ocupacido e
carga microbiana total por quarto.

Tabela 5 - Tempo de ocupagdo e carga microbiana total nos quartos ocupados.

Quarto Tempo de Ocupacio Horas Carga Microbiana Total (UFC/cm?)

PSQ 5 dias 120h 1.233
PNU 2,5 dias 60 h 705
SV 6 horas 6 h 1367

Fonte: Autor (2025)
Legenda: PSQ: enfermaria masculina com paciente internado por transtorno psiquiatrico, PNU: enfermaria

feminina com paciente internado por pneumonia; SV: sala vermelha com paciente em insuficiéncia respiratoria.
O quarto PSQ, ocupado hé 5 dias (120 horas), apresentou carga microbiana total de
1.233 UFC/cm?, superior ao quarto PNU, ocupado ha 2,5 dias (60 horas), que registrou 705

UFC/cm?. No entanto, o quarto SV, ocupado ha apenas 6 horas, apresentou a maior carga
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microbiana total entre todos os ambientes avaliados (1.367 UFC/cm?), superando inclusive
quartos com ocupacao prolongada.

A analise por pontos amostrais especificos revelou padroes distintos de
contaminag¢do. Nos pontos do piso (CH1 e CH2) e na regido cefalica do colchdo (CO1), o quarto
SV frequentemente apresentou as maiores cargas: CH2 (SV: 580 UFC/cm? PSQ: 546
UFC/cm?; PNU: 302 UFC/cm?) e CO1 (SV: 164,2 UFC/cm?; PSQ: 74,1 UFC/cm?; PNU: 25,0
UFC/cm?). Esse padrao sugere que a distribui¢do da contaminagao ¢ influenciada por dinamicas
locais especificas de cada ponto amostral, ndo apenas pelo tempo de permanéncia do paciente.

E importante ressaltar as limita¢des dessa analise. Em apenas trés quartos ocupados
(n=3), ndo ¢é possivel estabelecer correlagdes estatisticas robustas entre tempo de ocupagio e
carga microbiana. Os dados demonstram que fatores além do tempo de internacdo sdo
determinantes criticos para a carga microbiana ambiental. A gravidade clinica do paciente,
refletida pela internag@o em sala vermelha (area de emergéncia de alta complexidade), aparenta
exercer influéncia substancial sobre os niveis de contaminagao.

A frequéncia de manipulacdo das superficies pela equipe assistencial, que tende a
ser maior em pacientes graves que requerem intervengdes frequentes, constitui outro fator
relevante. As caracteristicas da patologia de base, especialmente aquelas que afetam o sistema
respiratorio € aumentam a produgdo de secregdes, também influenciam significativamente a
disseminagdo microbiana para o ambiente. Adicionalmente, a efetividade e frequéncia das
praticas de limpeza concorrente implementadas em cada setor podem modular a carga
microbiana independentemente do tempo de ocupagdo. Porter e colaboradores (2024)
demonstraram que patogenos hospitalares podem persistir por periodos prolongados em
superficies inanimadas, sugerindo que fatores além do tempo de internagdo influenciam os
niveis de contaminagdo observados. Kramer, Schwebke e Kampf (2006) documentaram que S.
aureus pode sobreviver entre sete dias e sete meses, em superficies secas, refor¢ando a

importancia de protocolos rigorosos de desinfec¢ao, independentemente do tempo de ocupagao.
5.10. Analise da contaminaciio por patologia

A comparagdo entre os trés quartos ocupados revelou diferengas na carga
microbiana que podem estar relacionadas a condicdo clinica dos pacientes. A Figura 11

apresenta a comparagao da carga microbiana total presuntiva entre as diferentes patologias.
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Figura 11 - Comparagdo da carga microbiana total de colonias amarelas e rosa entre as

diferentes patologias.
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Fonte: Autor (2025)
Legenda: SV: sala vermelha (insuficiéncia respiratoria); PSQ: enfermaria masculina (transtorno psiquiatrico);

PNU: enfermaria feminina (pneumonia).

O quarto SV (insuficiéncia respiratoria) apresentou maior carga total de colonias
amarelas (947,7 UFC/cm?) e rosa (419,6 UFC/cm?), totalizando 1.367,3 UFC/cm?. O quarto
PSQ (transtorno psiquiatrico) registrou 819,9 UFC/cm? de colonias amarelas e 413,7 UFC/cm?
de rosa, totalizando 1.233,6 UFC/cm?. O quarto PNU (pneumonia) demonstrou 416,8 UFC/cm?
de amarelas e 288,0 UFC/cm? de rosa, totalizando 704,8 UFC/cm?. A maior carga microbiana
na sala vermelha sugere que a gravidade do quadro clinico e a intensidade de manipulacao
assistencial influenciam substancialmente a contaminacdo ambiental, independentemente do
tempo de ocupagao.

A propor¢do de isolados coagulase-positivos variou entre os quartos: SV
(insuficiéncia respiratdria) apresentou 55,9% de S. aureus (19/34 isolados), seguido por PSQ
(transtorno psiquiatrico) com 58,3% (21/36 isolados) e PNU (pneumonia) com 41,7% (15/36
isolados).

O quarto PNU, apesar do paciente apresentar diagnostico de pneumonia (patologia
respiratoria que poderia teoricamente favorecer maior disseminacao de S. aureus), demonstrou
carga microbiana total inferior aos demais quartos ocupados (705 UFC/cm? versus 1.233
UFC/cm? em PSQ e 1.367 UFC/cm? em SV). Esse achado aparentemente contraditorio pode
estar relacionado a multiplos fatores: tempo intermediario de ocupacao (2,5 dias), que pode nao
ter sido suficiente para acimulo progressivo de contaminagdo; possivel implementagdo de
precaugdes adicionais para patologias respiratorias, incluindo uso de mascaras e higiene
respiratoria, conforme recomendado pela World Health Organization (2020); menor

mobilizagdo do paciente devido a condi¢do clinica, reduzindo a disseminacdo mecanica de
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microrganismos; ou realizacdo de limpeza concorrente mais frequente e efetiva nesse setor
especifico.

A analise dos pontos de maior contato com secrecdes respiratorias demonstrou
carga elevada no quarto SV. A regiao cefalica do colchdo (COT1) apresentou 164,2 UFC/cm? no
quarto SV, valor 2,2 vezes superior ao quarto PSQ (74,1 UFC/cm?) e 6,6 vezes superior ao
quarto PNU (25,0 UFC/cm?). Esse gradiente acentuado sugere relacdo entre gravidade do
quadro respiratorio e contaminagao de superficies proximas a cabeca do paciente.

A face frontal do travesseiro (TR1) seguiu padrdo similar, com 120,9 UFC/cm? no
quarto SV, 49,8 UFC/cm? no quarto PSQ e apenas 5,0 UFC/cm? no quarto PNU. A baixa
contaminagdo do travesseiro no quarto PNU, apesar da pneumonia, pode estar relacionada ao
uso de precaugdes respiratorias ou a menor produgdo de aerossois durante o periodo de coleta.

A elevada contaminacdo na sala vermelha (SV) pode relacionar-se a maior
manipula¢do por equipe assistencial, associada a gravidade do quadro clinico. Pacientes em
insuficiéncia respiratdria requerem intervengdes frequentes, incluindo monitorizagao intensiva,
ajustes de oxigenoterapia, aspiracdo de vias aéreas e posicionamento no leito. Cada uma dessas
intervengdes representa oportunidade de contato entre profissionais, pacientes e superficies
ambientais, favorecendo transferéncia bidirecional de microrganismos. Adicionalmente, a
producao aumentada de aerossois respiratorios em pacientes com insuficiéncia respiratdria pode
contribuir para maior deposi¢ao microbiana em superficies proximas.

O quarto PSQ, apesar do paciente apresentar transtorno psiquidtrico, sem
componente infeccioso aparente, demonstrou carga microbiana elevada (1.233 UFC/cm?),
provavelmente relacionada ao tempo prolongado de internacdo (5 dias) e ao acumulo
progressivo de contaminacao. Esse achado reforg¢a a importancia do tempo de ocupagdo como
fator contribuinte, embora ndo exclusivo, para contaminagdo ambiental. Odoyo e colaboradores
(2023) documentaram que a contaminagdo ambiental por bactérias multirresistentes em
diversos departamentos hospitalares representa risco elevado de infecgdes relacionadas a

assisténcia a saude, independentemente da patologia de base dos pacientes internados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo alcangou os objetivos propostos ao caracterizar o perfil de
Staphylococcus coagulase-positivos € negativos em superficies hospitalares e validar o meio
Mannitol Salt Agar como ferramenta de monitoramento ambiental.

A quantificagdo da carga microbiana revelou distribuicdo heterogénea entre as
superficies avaliadas, com os pisos concentrando a maior parte da contaminacao recuperada.
Esse padrao espacial demonstra que superficies distantes do contato direto com o paciente
funcionam como reservatdrios criticos de microrganismos no ambiente hospitalar. A
comparagdo entre quartos ocupados e o ambiente submetido a limpeza terminal confirmou a
eficacia dos protocolos de higieniza¢do na redugdo da carga microbiana, embora a persisténcia
de contaminagdo residual indique necessidade de aprimoramento dos procedimentos
institucionais.

A diferenciag@o fenotipica por meio dos testes de catalase, coloragdo de Gram e
coagulase possibilitou a confirmacdo do género Staphylococcus e a distingdo entre espécies
coagulase-positivas e negativas. A distribui¢do equilibrada entre os dois grupos contraria a
expectativa inicial de predominancia de Staphylococcus aureus e ressalta a importancia
crescente dos Staphylococcus coagulase-negativos como patogenos de relevancia hospitalar.

A avaliacao do desempenho diagnostico do meio Mannitol Salt Agar demonstrou
sensibilidade e especificidade satisfatdrias para método de triagem presuntiva. A concordancia
moderada com o teste da coagulase valida o uso do MSA em protocolos de vigilancia ambiental,
desde que os resultados sejam confirmados por testes bioquimicos adicionais. A identificagado
de resultados falso-positivos e falso-negativos reforca a necessidade dessa confirmagdo para
identificacdo definitiva de Staphylococcus aureus.

A identificacdo dos pontos amostrais com maior contaminagdo fornece subsidios
para priorizacao de intervengdes nos protocolos de limpeza e desinfeccao hospitalar. A relagao
entre tempo de ocupagdo do leito e carga microbiana mostrou-se complexa, indicando que
fatores como gravidade clinica do paciente, intensidade de manipulagdo assistencial e
caracteristicas da patologia de base exercem influéncia significativa sobre os niveis de
contaminag¢ao ambiental.

Os resultados obtidos contribuem para a caracterizagdo da microbiota ambiental em
hospital brasileiro de médio porte e validam metodologia acessivel para vigilancia

microbioldgica. A implementacdo de monitoramento sistematico de acordo com esses achados
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pode orientar estratégias de controle de infec¢do, baseadas em evidéncias contextualizadas a
realidade local, contribuindo para a reducdo das infec¢des relacionadas a assisténcia a saude.

Estudos futuros devem ampliar: o nimero de quartos e pontos amostrais; realizar
coletas, em multiplos momentos, que avaliem o acumulo progressivo de contaminagao;
implementar identificagdo molecular e de identidades (MALDI-TOF/PCR), para caracterizagao
em nivel de espécie; e avaliar perfis de resisténcia antimicrobiana.

A expansao de estudos para outras areas hospitalares fornecera panorama completo
da contaminacao institucional. A correlagdo de dados ambientais com incidéncia de IRAS por

Staphylococcus estabelecera relagao causal entre contaminagdo ambiental e desfechos clinicos.



67

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). Manual de Procedimentos Basicos em
Microbiologia Clinica para o Controle de Infec¢do Hospitalar. Mddulo 1. Brasilia: Ministério da Saude,

2000.

ARGEMLI, X. et al. Coagulase-negative staphylococci pathogenomics. International Journal of Molecular

Sciences, v. 20, n. 5, artigo 1215, 2019.

AYENIL F. A.; ANDERSEN, C.; NORSKOV-LAURITSEN, N. Comparison of growth on mannitol salt agar,
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, VITEK® 2 with partial
sequencing of 16S rRNA gene for identification of coagulase-negative staphylococci. Microbial

Pathogenesis, v. 105, p. 255-259, 2017.

AYEPOLA, O. O. et al. Molecular characterization and antimicrobial susceptibility of Staphylococcus

aureus isolates from clinical samples in Ibadan, Nigeria. Plos One, v. 10, n. 9, p. ¢0137531, 2015.

BECKER, K.; HEILMANN, C.; PETERS, G. Coagulase-negative staphylococci. Clinical Microbiology
Reviews, v. 27, n. 4, p. 870-926, 2014.

BHATTA, D. R. et al. Bacterial contamination of frequently touched objects in a tertiary care hospital of

Pokhara, Nepal: how safe are our hands? Antimicrobial Resistance & Infection Control, v. 7, artigo 97, 2018.

BOUCHRA, O.; EL OUALI LALAMI, A.; BENAICHA, N. Environmental surfaces in healthcare setting: a
great potential risk of pathogens transmission. Biomedical Research, v. 28, n. 6, p. 2398-2401, 2017.

CHAOUI, L. et al. Contamination of the surfaces of a health care environment by multidrug-resistant

(MDR) bacteria. International Journal of Microbiology, v. 2019, artigo 3236526, 2019.

CHAPMAN, G. H. The significance of sodium chloride in studies of staphylococci. Journal of Bacteriology,
v. 50,n. 2, p.201-203, 1945.

COSTA, D. M. D. et al. Biofilm contamination of high-touched surfaces in intensive care units:

epidemiology and potential impacts. Letters in Applied Microbiology, v. 68, n. 4, p. 277-295, 2019.

DANCER, S. J. Hospital cleaning: past, present, and future. Antimicrobial Resistance & Infection Control, v.
12, artigo 80, 2023.



68

DE ARAUJO, K. B.; ABINADER, E. O.; DE ARAUJO, G. A.; DA SILVA XISTO, V. H.; DA SILVA
FLEURY, S.; MARQUES, C. A. Educac¢ao continuada: limpeza e desinfeccio de superficies em servico de
saude, relato de experiéncia. Research, Society and Development, v. 9, n. 9, €272997207, 2020.

DE PAULA, C. C.; PASSOS, J. P. C.; DE LAMARE PAULA, C. A. V.; SHIMOYA-BITTENCOURT, W.
Analise microbiologica de superficies inanimadas de Unidades de terapia intensiva em hospital privado e

publico. Satude (Santa Maria), v. 50, n. 1, €85372, 2024.

DRESCH, F. et al. Contaminacio de superficies localizadas em unidades de terapia intensiva e salas de
cirurgia: uma revisao sistematica da literatura. Revista de Epidemiologia e Controle de Infeccdo, v. 8, n. 4, p.

437-443, 2018.

FAGGION, A. S.; DE LIMA, R. P.; TOMITA, G. Y.; GREGORIO, F. P.; DANELLI, T.; PERUGINI, M. R. E.;
KERBAUY, G. Contaminacido ambiental microbiolégica em uma Unidade de Terapia Intensiva

Pediatrica. Revista de Epidemiologia e Controle de Infeccdo, v. 13, n. 4, 2023.

FERREIRA, A. M. et al. Condition of cleanliness of surfaces close to patients in an isolation room: a

microbiological approach. Revista Latino-Americana de Enfermagem, v. 19, n. 6, p. 1236-1244, 2011.

GIOVINAZZO, R. et al. Benchmark guidance values for microbiological monitoring on surfaces: a

literature overview. Biomedicine & Prevention, v. 4, n. 135, p. 174-80, 2017.

HAMED, N. M. H. et al. The impact of enhanced cleaning on bacterial contamination of the hospital
environmental surfaces: a clinical trial in critical care unit in an Egyptian hospital. Antimicrobial Resistance &

Infection Control, v. 13, artigo 138, 2024.

HOGAN, P. G. et al. Evaluation of environmental sampling methods for detection of Staphylococcus aureus

on fomites. Annals of Public Health Research, v. 2, n. 1, artigo 1013, 2015.

KATEETE, D. P. et al. Identification of Staphylococcus aureus: DNase and Mannitol salt agar improve the
efficiency of the tube coagulase test. Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, v. 9, artigo 23, 2010.

KRAMER, A.; SCHWEBKE, I.; KAMPF, G. How long do nosocomial pathogens persist on inanimate

surfaces? A systematic review. BMC Infectious Diseases, v. 6, artigo 130, 2006.

KURASHIGE, E. J. O.; OIE, S.; FURUKAWA, H. Contamination of environmental surfaces by methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in rooms of inpatients with MRSA-positive body sites. Brazilian
Journal of Microbiology, v. 47, n. 3, p. 703-707, 2016.



69

LANDIS, J. R.; KOCH, G. G. The measurement of observer agreement for categorical data. Biometrics, v.

33,n. 1, p. 159-174, 1977.

MADSEN, A. M. et al. Evaluation of methods for sampling of Staphylococcus aureus from indoor surfaces.

Annals of Work Exposures and Health, v. 64, n. 9, p. 1001-1012, 2020.

MAEDA, K.; OIE, S.; FURUKAWA, H. Staphylococcus aureus contamination of environmental surfaces
and efficacy of alcohol wiping once daily in a hospital with a long-term care facility. Journal of Hospital

Administration, v. 4, n. 6, p. 31-36, 2015.

MENEZES, R. P. et al. Inanimate surfaces and air contamination with multidrug resistant species of
Staphylococcus in the neonatal intensive care unit environment. Microorganisms, v. 10, n. 3, artigo 567,

2022.

MICHALIK, M. et al. Coagulase-negative staphylococci (CoNS) as a significant etiological factor of

laryngological infections: a review. Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, v. 19, artigo 26, 2020.

ODOYO, E. et al. Environmental contamination across multiple hospital departments with multidrug-
resistant bacteria pose an elevated risk of healthcare-associated infections in Kenyan hospitals.

Antimicrobial Resistance & Infection Control, v. 12, artigo 22, 2023.

OLIVEIRA-DE-SOUZA, C. W. et al. Microbiological characterization of the surface contamination in

surgical room areas in a hospital in Sao Paulo (Brasil). Infectio, v. 18, n. 3, p. 96-101, 2014.

O'TOOLE, G. A. Classic spotlight: plate counting you can count on. Journal of Bacteriology, v. 198, n. 23, p.
3127, 2016.
PEDROSO, S. H. S. P. et al. Coagulase-negative staphylococci isolated from human bloodstream infections

showed multidrug resistance profile. Microbial Drug Resistance, v. 24, n. 5, p. 635-647, 2018.

PETERS, A. et al. Impact of environmental hygiene interventions on healthcare-associated infections and

patient colonization: a systematic review. Antimicrobial Resistance & Infection Control, v. 11, artigo 38, 2022.

PINHEIRO, L. R. B. Caracterizacao de Estafilococos Coagulase-Negativa de origem hospitalar e
comunitaria quanto a diversidade clonal e aos determinantes de resisténcia antimicrobiana. 2018. 152 f.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, 2018.

POCHTOVYI, A. A.; VASINA, D. V.; KUSTOVA, D. D.; DIVISENKO, E. V.; KUZNETSOVA, N. A_;
BURGASOVA, O. A.; GINTSBURG, A. L. Contamination of hospital surfaces with bacterial pathogens
under the current COVID-19 outbreak. International Journal of Environmental Research and Public Health, v.

18, n. 17, artigo 9042, 2021.



70

PORTER, A. et al. How long do nosocomial pathogens persist on inanimate surfaces? A scoping review.

Journal of Hospital Infection, v. 147, p. 25-31, 2024.

RASHEED, N. A.; HUSSEIN, N. R. Staphylococcus aureus: an overview of discovery, characteristics,
epidemiology, virulence factors and antimicrobial sensitivity. European Journal of Molecular & Clinical

Medicine, v. 8, n. 3, p. 1160-1183, 2021.

RIGOTTI, M. A.; FERREIRA, A. M.; NOGUEIRA, M. C. L.; ALMEIDA, M. T. G. D.; GUERRA, O. G;
ANDRADE, D. D. Avaliacio de trés técnicas de friccao de superficie para remocio de matéria orgéanica.

Texto & Contexto Enfermagem, v. 24, p. 1061-1070, 2015.

SBIBIH, Y. et al. Microbial ecology of protective isolation room: air and surfaces. La Tunisie Médicale, v.

102, n. 7, p. 394-398, 2024.

SHIELDS, P. Mannitol Salt Agar (MSA). In: MicrobeLibrary. Washington: American Society for
Microbiology, 2015.

SHITTU, A.; et al. Identification and molecular characterization of mannitol salt positive, coagulase-
negative staphylococci from nasal samples of medical personnel and students. Journal of Medical

Microbiology, v. 55, n. 3, p. 317-324, 2006.

SULEYMAN, G.; ALANGADEN, G.; BARDOSSY, A. C. The role of environmental contamination in the
transmission of nosocomial pathogens and healthcare-associated infections. Current Infectious Disease

Reports, v. 20, n. 6, p. 12, 2018.

TAYLOR, T. A.; TOBIN, E. H.; UNAKAL, C. G. Staphylococcus aureus infection. In: StatPearls [Internet].
Treasure Island: StatPearls Publishing, 2025.

TEIXEIRA, J. C. M. Revisao da literatura sobre contaminacao microbiolégica de superficies em contexto

hospitalar. 2020. Dissertagdo (Mestrado) — Instituto Politécnico do Porto, Porto, 2020.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Cleaning and disinfection of environmental surfaces in the
context of COVID-19: interim guidance. Geneva: WHO, 2020.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Infection prevention and control in-service education and
training curriculum. Geneva: World Health Organization, 2024b.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). WHO bacterial priority pathogens list, 2024: bacterial
pathogens of public health importance to guide research, development and strategies to prevent and control

antimicrobial resistance. Geneva: World Health Organization, 2024a.



71

YUEN, J. W. M.; CHUNG, T. W. K.; LOKE, A. Y. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
contamination in bedside surfaces of a hospital ward and the potential effectiveness of enhanced
disinfection with an antimicrobial polymer surfactant. International Journal of Environmental Research and

Public Health, v. 12, n. 3, p. 3026-3041, 2015.

ZIEBUHR, W. Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis: emerging pathogens in nosocomial

infections. Contributions to microbiology, v. 8, p. 102-107, 2001.



