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RESUMO

Ambientes de uso comunitario sdo uma grande fonte de contaminagdo cruzada por conta do
manuseio de superficies e objetos sem a correta higienizagdo das maos e do ambiente.
Banheiros e sanitarios publicos favorecem o crescimento de contaminantes por serem
ambientes de alta umidade, além do contato frequente com fluidos corporais das pessoas que
os utilizam, tendo entdo uma relagdao direta com a presenca de bactérias nesses ambientes,
entre elas os bacilos Gram-negativos, que estdo presentes no trato gastrointestinal do ser
humano. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar coletas de maganetas, torneiras e
valvulas de descargas de banheiros de uso comum de uma instituicdo de ensino superior em
Recife-PE para analisar a presenca de bacilos Gram-negativos nessas superficies. As amostras
foram coletadas por método de rolamento com auxilio de swab estéril e armazenadas em
tubos de ensaio contendo meio BHI, que seguiram para estufa a £37°C, durante 24h, para
crescimento celular. Em seguida, foi feito o semeio primario a partir das coletas no meio Agar
MacConkey, seletivo para gram negativas, com subsequente incubacdo durante 24h para
obtengdo das unidades formadoras de colonia que foram posteriormente isoladas e
identificadas pelo método automatizado Matrix Assisted Laser Desorption Ionization
Time-of-Flight (MALDI-TOF). Os resultados mostraram grande variedade de espécies de
bacilos Gram-negativos, predominando a presenca de bacilos Gram-negativos nao
fermentadores (70,3%). Os banheiros masculinos apresentaram maior variedade de espécies
quando comparado com os banheiros femininos, e as superficies com maior indice de
contaminagdo foram valvulas de descargas e macanetas. Portanto, pode-se concluir que ha
presenca de uma grande variedade de espécies Gram-negativas que permanecem mesmo com
a higienizag¢ao diaria dos banheiros de uso compartilhado, fato que causa preocupagao por
conta da possivel dissemina¢do destes microrganismos do banheiro para outros ambientes
como areas de convivéncia, transporte coletivo, servicos de atengdo a saude, colocando em

risco a saude da populacao.

Palavras-chave: Bacilos Gram-negativos. Banheiros. Contaminacao cruzada. Pseudomonas

Stutzeri.



ABSTRACT

Community use environments are, without a doubt, a major source of
cross-contamination due to the handling of surfaces and objects without proper hand and
environment hygiene. Bathrooms and public toilets favor the growth of contaminants because
they are high humidity environments, in addition to frequent contact with fluids and body
fluids of the people who use them, thus having a direct relationship with the presence of
bacteria in these environments, including Gram-negative bacilli, which are present in the
gastrointestinal tract of humans. Therefore, the objective of this work was to carry out
samples of doorknobs, faucets and flushing valves of common toilets in a higher education
institution in Recife-PE to analyze the presence of Gram-negative bacilli on these surfaces.
Samples were collected by rolling method with the aid of a sterile swab and stored in test
tubes containing BHI growth medium, which were sent to an oven at +37°C for 24 hours for
cell growth. Then, the primary seeding was performed from the samples on MacConkey Agar
medium, selective for gram negatives, with subsequent incubation for 24 hours to obtain the
colony-forming units that were later isolated and identified by the automated Matrix Assisted
Laser Desorption Ionization Time- of-Flight (MALDI-TOF). The results showed a great
variety of species of Gram-negative bacilli, predominating the presence of non-fermentative
Gram-negative bacilli (70.3%). Men's restrooms had a greater variety of species when
compared to women's restrooms, and the surfaces with the highest rate of contamination were
flushing valves and doorknobs. Therefore, we can conclude that there is the presence of a
wide variety of Gram-negative species that remain even with the daily cleaning of shared
bathrooms, a fact that causes concern due to the possible dissemination of these
microorganisms from the bathroom to other environments such as living areas, public

transport, health care services, putting the health of the population at risk.

Keywords: Gram-negative bacilli. Bathrooms. Cross contamination. Pseudomonas stutzeri.
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1 INTRODUCAO

Bactérias sdo microrganismos unicelulares, com morfologia variada, que podem ser
classificadas de acordo com a estrutura da sua parede celular em Gram-positivas e
Gram-negativas (TORTORA et al., 2017). Sao transmitidas por contato, goticulas,
propagulos, dentre outros, entre pessoas ou por meio de objetos inanimados e superficies
colonizadas (FILHA et al., 2018; QURESHI; NIAZI, 2021).

Sao encontradas no meio ambiente, porém, algumas espécies estdo presentes também
na microbiota do individuo e outras relacionadas a infecgdes. tais como: de pele, pulmonar, do
trato urinario ¢ de meninges (FRACAROLLI; MARZIALE, 2019) Algumas espécies se
destacam pela frequéncia e capacidade patogénica, tais como Acinetobacter baumanii
(LYNCH et al., 2022), Escherichia coli (BONTEM et al., 2021), Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa (POZZATO; PARISI, 2018) e Staphylococcus aureus (GUO et al.,
2020).

Entre os grupos bacterianos merecem destaque os bacilos Gram-negativos, pois
predominam na frequéncia etioldgica, tanto relacionados a IRAS (Infeccdes Relacionadas a
Assisténcias a Satde) como a infecgdes comunitarias, podendo ser pneumonias, infecgdes do
trato urindrio (ITU) e meningites (FRACAROLLI; MARZIALE, 2019) sendo classificadas
em bactérias fermentadoras e ndo fermentadoras de carboidratos, uma caracteristica utilizada
para a identificacao desses patogenos.

Torna-se relevante considerar a presenca de bactérias em superficies de uso
compartilhado e a possibilidade de disseminacao ampla para outros ambientes (ZHAO et al.,
2019). Além de superficies, alguns objetos de uso comum também podem ser reservatorios de
microrganismos, tais como jalecos a partir do isolamento de Acinetobacter baumannii,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus spp. e Serratia spp. (OLIVEIRA;
SILVA, 2015; MISHRA et al., 2020), estetoscopios devido ao isolamento de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus hominis e Staphylococcus epidermidis (HELDEWEG et al., 2022) e
dispositivos moveis de comunicacdo utilizados por profissionais de satude a partir do
isolamento de Streptococcus sp. e Salmonella spp. (QUEIROS, et al., 2020), Dessa forma, ¢
possivel afirmar que existem infinitas possibilidades de contaminagdo cruzada, tanto por
bactérias da microbiota quanto por bactérias carreadas de um ambiente a outro por contato
humano.

Banheiros e sanitarios sdo naturalmente fontes de contaminagdo por conta do contato



frequente com fluidos e liquidos corporais das pessoas que os utilizam, tendo entdo uma
relagdo direta com a presenca de bactérias Gram-negativas, ja que estdo presentes no trato
gastrointestinal do ser humano. Além disso, macganetas, valvulas de descarga e torneiras sao
superficies onde ha constante interagdo com as maos dos usuarios dos banheiros, além de ser
um ambiente com elevada umidade, o que facilita a proliferacdo desses microrganismos
(REZENDE, et al, 2018). Desta forma, dependendo da higieniza¢dao do local e pessoal, a
colonizagao destes locais ¢ a contaminac¢ao cruzada € inevitavel.

Em 2018, Oliveira Filha et al. isolaram S. aureus, P. aeruginosa e Enterobactérias de
torneiras de uma instituicdo de ensino superior em Maceid, Alagoas. Também foram
avaliados em outro estudo a presenca de E. coli e Morganella morganii em torneiras, vasos
sanitarios ¢ maganetas de banheiros em um centro de ensino de Minas Gerais (SILVA ef al,
2019). Outras superficies como paredes de banheiros também foram investigadas por
Oluyemi et al. (2018) na Nigéria, sitio que apresentou um alto valor na contagem de bactérias
totais.

Tendo isso em vista, torna-se valida a obtencao de dados atuais sobre o isolamento ¢
identificacao de bactérias de ambientes compartilhados, reforcado pela forte possibilidade de
contaminagdo cruzada que reflete em impactos importantes na satide do ser humano. Tais
contaminagdes podem ocorrer no dia-a-dia, no manuseio de aparelhos pessoais, manuseio de
alimentos, no uso coletivo de ambientes comuns, entre outros. No ambito hospitalar, o uso
incorreto de equipamentos de protecao individuais (EPIs) e falta de higiene pessoal e
ambiental sdo causas de contaminacdo cruzada, podendo levar ao agravamento do quadro
clinico de pacientes internados e até ao obito (OLIVEIRA; SILVA, 2015). No dia a dia, um
individuo pode ser carreador de um microrganismo patogénico de baixa viruléncia, mas que,
quando em contato com pessoas mais vulneraveis, como os imunodeprimidos € neonatos,

pode ser uma ameaca a saude (CDC, 2016).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS
Os bacilos Gram-negativos (BGN) possuem forma de bastonete que podem ter
extremidades retas ou curvadas e ser alongados ou curtos, podem apresentar ou nao flagelos
que os garantem motilidade, raramente se dispdem em arranjos. Elas possuem uma bicamada

lipidica externa que contém lipopolissacarideos, lipoproteinas e porinas, além de uma camada



de peptideoglicano no espago periplasmatico (KONEMAN et al, 2018).

Alguns aspectos morfologicos, reagdo tintorial e arranjo celular sdo observados
microscopicamente através do método de coloracdo de Gram. Esse método permite que as
bactérias sejam classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, dependendo da
capacidade da parede celular em reter o complexo cristal violeta-lugol no citoplasma, durante
um tratamento com descolorante. As bactérias Gram-negativas apresentam uma delgada
camada de peptidoglicano e por isso o complexo ¢ removido pelo descorante, sendo essas
bactérias novamente coradas pela Fucsina (ou Safranina), caracterizando a reagdo tintorial
vermelha ou rosa (TRIPATHI; SAPRA, 2022).

O grupo bacilo Gram-negativo ¢ dividido em bacilos Gram-negativos fermentadores
(BGNF) e bacilos Gram-negativos nao fermentadores (BGNNF), decorrente da capacidade
metabolica diferenciada entre eles. Enquanto os BGNF tém a capacidade de fermentar glicose
e outros carboidratos para obtencdo de energia, os BGNNF utilizam a via oxidativa para a
assimilagdo desses componentes (PIMENTEL et al., 2020).

Como s3ao amplamente distribuidos no meio ambiente, t€ém a capacidade de crescer e
multiplicarem-se nos mais diversos locais e superficies. De acordo com Yin et al.(2019), as
bactérias se adaptam em diversos ambientes hostis resultando em sistemas de defesa mais
eficazes, como por exemplo, a formacdo de biofilme, o que aumenta as chances de

sobrevivéncia destes microrganismos.

22 IMPORTANCIA  CLINICO-LABORATORIAL ~ DE  BACILOS
GRAM-NEGATIVOS

Bacilos Gam-negativos sdo responsaveis por boa parte de infec¢des comunitarias,
principalmente casos de infec¢do urindria, gastroenterite € pneumonias. Estudos de Zhang et
al. (2019) na China evidenciaram a maior incidéncia das espécies E. coli e K. pneumoniae em
infeccdes intra-abdominais (49.2% e 21.3%, respectivamente) e do trato urinario (64.3% e
12.7%, respectivamente), resultados obtidos de casos de infec¢des comunitarias.

Lemes et al. (2021) também investigaram casos de infec¢do urinaria no meio
comunitario na cidade de Anapolis-GO, onde enterobactérias foram identificadas em 13,2%
das amostras analisadas, sendo a maioria dos isolados E. coli (65,9%), Klebsiella sp.
(9,1%), A. baumannii (9,1%), M. morganii (9,1%) e Hafnia alvei (6,8%).

Pneumonia adquiridas comunitariamente (PAC) também foram alvos de estudos pelo

aumento de casos relacionados com bacilos Gram-negativos. A prevaléncia de PAC por P.
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aeruginosa pode variar de 1 a 23,2% em pacientes com cultura positiva, 11.9% sao por
Enterobactérias e 0.5% por A. baumannii. Os valores variam de acordo com a regido
geografica das pesquisas, sendo um desafio para estabelecer valores fixos da prevaléncia dos
patdgenos. (AMATI; RESTREPO, 2020).

Na clinica, esses microrganismos sdo de alta importdncia, uma vez que podem
impactar o estado de doenca de pacientes internados, principalmente em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI). Além  disso, sdo dotados de varias formas de defesa frente aos
antimicrobianos, entre eles a producdo de beta-lactamases que inativam os farmacos beta-
lactamicos, aumento da expressdo de sistemas de efluxo na parede celular e alteragdes na
permeabilidade da membrana (SANTOS, NOGUEIRA, MENDONCA, 2015; OLIVEIRA;
REYGAERT, 2019). Infec¢des por bacilos Gram-negativos sao um dos maiores problemas
mundiais de satde publica, isso se d& gracas ao alto perfil de resisténcia aos antimicrobianos
apresentados por essas bactérias, principalmente as espécies K. pneumoniae, P. aeruginosa, A.
baumanii e S. maltophilia (ADEGOKE et al., 2017; KARAKONSTANTIS et al., 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as espécies classificadas como
prioridade critica na lista global de bactérias patogénicas resistentes a antimicrobianos sao A.
baumannii, P. aeruginosa e as enterobactérias, sendo todos bacilos Gram-negativos. Estdo
relacionadas a diversos quadros infecciosos, tais como: sepse, infec¢des urinarias, meningites
e principalmente infecgdes respiratorias. Estudos de Jain ef al. (2018) na India observaram a
prevaléncia de A. baumannii em 26,2% das amostras de pacientes com infec¢des respiratorias
baixas, onde entre elas, 96.42% apresentaram resisténcia a carbapenémicos. Li et al. (2021),
na China, avaliaram pacientes com infeccdo respiratoria aguda, obtendo uma grande
variedade de isolados bacterianos, entre elas K. pneumoniae (12.5%) e P. aeruginosa (11.4%).
Azevedo e colaboradores (2023) analisaram 42 amostras de pacientes com infeccdes
hospitalares em um hospital universitario no Amazonas, Brasil, onde 6,7% foram causadas
por P. aeruginosa, também resistentes aos carbapenémicos.

Para o diagndstico de infecgdes e identificacdo dos patdogenos, os testes laboratoriais
sdo imprescindiveis, uma vez que os microrganismos possuem caracteristicas intrinsecas e
distintas que podem ser avaliadas através de testes bioquimicos, imunologicos e de biologia
molecular. No entanto, ha uma certa dificuldade na identificagdo dos BGNNF por possuirem
alta complexidade taxonOmica, levando a uma certa limitagdo nos bancos de dados de
equipamentos automatizados utilizados para esse objetivo (WHISTLER et al., 2019).

As provas bioquimicas utilizadas sdo realizadas através de meios de cultura que

indicam as atividades metabodlicas desses microrganismos através da mudanga de cor, pH,
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turbidez do meio, entre outros. Logo, ¢ necessario saber os padrdoes metabdlicos de cada
género e espécie para a interpretagdo correta dos resultados (FIOCRUZ, 2013). A série
bioquimica de bancada ¢ pouco utilizada, uma vez que a identificacao de bactérias pode ser
realizada por meio de equipamentos automatizados que funcionam pelos mais diversos
mecanismos, como ionizagdo e espectroscopia de massa, assim como também entregam o
perfil de resisténcia frente aos antimicrobianos e oferecem resultados mais rapidos,
diminuindo o tempo de espera pelo tratamento ideal (FERREIRA, 2019).

Os bacilos Gram-negativos fermentadores sdo compostos principalmente pelas
Enterobactérias, tendo como principais caracteristicas o fato de ndo serem esporuladas, com
motilidade variavel, sdo aerdbios facultativos, fermentam glicose, sdo citocromo oxidase
negativos e conseguem reduzir nitrato a nitrito (OLIVEIRA, REYGAERT, 2019). Possuem
em sua superficie externa lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina que interage com as
células do sistema imune do hospedeiro, desencadeando respostas inflamatorias e infecgdes.
(BALDELLI et al., 2021).

Boa parte da enterobactérias fazem parte da microbiota humana e também estdo
envolvidas em infec¢des, como pneumonias, meningites, diarréias e as infec¢des do trato
urindrio (ITU), comuns tanto no ambiente hospitalar como comunitario, sendo a bactéria F.
coli responsavel por cerca de 85% dos casos, além de K. pneumoniae ¢ Proteus mirabilis, de
acordo com estudos de Rabello et a/.(2011) e Tamadonfar ef al. (2019).

As infecgdes do trato digestivo estdo bastante relacionadas com os BGNF. E. coli, que
coloniza o trato gastrointestinal do homem, possui diversos sorotipos, sendo um deles o
enteropatogénico (EPEC), responsavel por causar lesdes do tipo A/E (attaching and effacing)
levando a um quadro de enterite e diarréia aquosa. Essas infec¢des podem ser adquiridas
também por consumo de alimentos contaminados por esse bacilo, assim como pela
Salmonella sp. e Shigella sp., que além de gastroenterites, levam a casos de meningites,
podendo ser adquiridas também em meio comunitario, principalmente em locais com auséncia
de saneamento basico (GUT et al., 2018; SCHNUPF; SANSONETTI, 2019; JANDA;
ABBOTT, 2021).

Ja os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores ndo fazem parte da microbiota, sdo
ndo-esporulados, aerobios e, no geral, possuem baixa viruléncia, no entanto, estdo bastante
relacionados com as IRAS, sendo cerca de 10% dos isolados de casos clinicos A. baumannii,
Paeruginosa e S. maltophilia (THI et al., 2020; BRADY, 2022; MOJICA et al., 2022).

Em analises microbiologicas de torneiras de banheiros de uma instituicdo de ensino

superior no Brasil, Oliveira Filha et al (2018) obtiveram 30 culturas positivas, onde desses
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16,3% foram isolados de P. aeruginosa. Da Silva Junior et al. (2020) também evidenciaram
presenca de P. aeruginosa em secadores de maos presentes em banheiros de uso comum de
alguns campi universitarios no Ceara, representando 16,7% dos isolados obtidos.

Corréa et al. (2021) analisaram varias superficies em um hospital publico em Cuiab4,
evidenciando a presenca de A. baumannii em 21,9% dos isolados, distribuidos entre piso,
mesa de cabeceira, tampa de lixeiros, monitores e dispensadores de sabonete.

O maior desafio quando se trata dos bacilos ndo-fermentadores € a resisténcia
intrinseca a antimicrobianos, uma vez que produzem véarios genes com multiplos mecanismos
de inibicao desses farmacos, com destaque para P. aeruginosa (CHUMBITA et al., 2022).

Paeruginosa, A.baumannii e S. maltophilia foram as espécies mais comuns isoladas
por Zahornacky et al. (2022) em superficies inertes de hospitais na Eslovaquia,
correspondendo a 33,6%, 20,4% e 8,2% respectivamente. Os fendtipos de resisténcia mais
comuns observados no estudo, principalmente em P. aeruginosa e A. baumannii foram a
presenga da enzima OXA-48, capaz de hidrolisar carbapenémicos, e resisténcia a ampicilina.

As mesmas duas espécies foram citadas como maiores causa de infecgdes sanguineas
em pacientes internados em trés hospitais da Italia, juntamente com S. maltophilia, sendo P,
aeruginosa a maior responsavel pelas infec¢cdes analisadas, porém, 4. baumannii foi a mais

relacionada com os casos que levaram a 6bito (PASCALE et al., 2021).

2.3 AMBIENTES PROPICIOS A CONTAMINACAO POR BACILOS
GRAM-NEGATIVOS E IMPACTOS PARA O PROCESSO DE SAUDE/DOENCA

Ambientes com alta umidade sdo 0s mais propicios para crescimento e concentragdo de
microrganismos, pois favorecem a proliferacdo destes. Pesquisas foram realizadas em
banheiros publicos no Irda (MATINI et al., 2020), Nigéria (ALONGE et al., 2019; OLUYEMI
et al., 2019), Hong Kong (SUEN et al., 2019), Brasil (REZENDE et al., 2015; SILVA et al.,
2019) e Arabia Saudita (AHMED et al., 2016), onde foram analisadas superficies como
macanetas de portas, paredes, torneiras, descargas, parte externa de secadores de mao e
dispensadores de papel toalha, confirmando a presenca de bacilos Gram-negativos nessas
superficies.

Mais estudos mostram que pode haver a presengca de BGN em vdrios tipos de
superficies e objetos, dentre eles estdo superficies inanimadas como paredes, computadores,
macganetas, torneiras ¢ vasos sanitarios (REZENDE et al., 2015; AHMED, SIRAG, 2016),
provadores de maquiagem, que revela um grande potencial de disseminagdo de infecc¢des

comunitarias (MACEDO et al., 2020), e objetos de uso pessoal e acessorios como celulares,
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anéis, jalecos e estetoscopios (CORADINI et al., 2019; FRACAROLLI, MARZIALE, 2019;
TAVARES et al, 2021).

Pesquisas foram realizadas também em superficies e equipamentos de ambulancias de
suporte basico e avangado da cidade de Juiz de Fora - MG, onde foram analisadas macas,
imobilizadores de cabeca, mochilas de emergéncia, pranchas longas, entre outros, revelando a
presenga dos BGN Enterobacter cloacae, S. maltophilia, E. coli, K. pneumoniae e
Enterobacter aerogenes (SOZZI et al., 2019). O fato destes microrganismos estarem
contaminando objetos que entram em contato direto com pessoas fragilizadas mostra a
importancia da assepsia, higieniza¢ao e cuidado no manuseio destes equipamentos.

Um estudo realizado por Darge et al. (2019) relatou o isolamento de E.coli e K.
pneumoniae de estetoscopios, termometros, computadores, camas € mesas em uma unidade de
tratamento intensivo de um hospital no Egito. Matini ef al. (2020) analisaram superficies
como magcanetas, torneiras, descargas, dispensadores de sabdo, secadores de maos, entre
outros, de banheiros publicos em Tehran, capital do Ird, onde foram isoladas E. coli,
Klebsiella sp, Salmonella sp, Pseudomonas sp e Proteus spp. As espécies P. aeruginosa, A.
baumannii e E. cloacae foram as espécies mais comuns isoladas por Zahornacky et al. (2022)
de superficies inanimadas no ambiente hospitalar na Eslovéaquia.

A contaminagdo de superficies se da principalmente pela falta de higienizagdo dos
locais, assim como a falta de higienizacdo das maos das pessoas que interagem com estes
locais. De acordo com pesquisa de Moriya e Modena (2008), 73% dos usudrios de sanitarios
apresentam algum tipo de contaminacdo apds o uso e apenas 50% faz a correta higienizagao
das maos. Esse comportamento favorece o aparecimento de contaminacao cruzada, colocando

em risco a saude das pessoas.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Constatar a ocorréncia de bactérias Gram-negativas em banheiros de uso comum de
uma instituicao publica de ensino superior em Recife-PE.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar as espécies de bactérias Gram-negativas obtidas de maganetas, valvulas de

descarga e torneiras;
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Descrever a prevaléncia de espécies bacterianas isoladas de banheiros utilizados por
diferentes usudrios.

Indicar a espécie bacteriana predominante de cada superficie analisada.

4 MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas coletas de amostras de superficies de quatro sanitarios de uso
comum, sendo dois femininos e dois masculinos, de dois Centros Académicos de uma
instituicdo publica de Ensino Superior, localizada na cidade de Recife-PE, no periodo ativo

académico, de outubro a dezembro/2022.

4.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO
Foram os alvos da pesquisa valvulas de descargas, torneiras e macanetas, tanto de
banheiros femininos como masculinos. As coletas foram realizadas com auxilio de swab
esterilizado, previamente umedecido em Caldo BHI (“Brain-Heart Infusion”) contido em
tubos de ensaio, por técnica de rolagem. Posteriormente todo material foi incubado a

36(£1)°C em estufa durante 24h para favorecer o crescimento de possiveis microrganismos.

4.2 SEMEIO E ISOLAMENTO
Apds constatacdo de crescimento microbiano, as amostras contidas nos tubos de
ensaio foram semeadas, com auxilio de alcas bacteriologicas descartaveis de 1ul, em placas
de Petri contendo meio Agar MacConkey, seletivo para crescimento de bactérias
Gram-negativas. O semeio foi realizado pela técnica de esgotamento, e as placas semeadas
incubadas em estufa a 36°C, durante 24h. Em seguida, foram selecionadas as unidades
formadoras de colénias (UFCs) para o isolamento em meio Agar Mueller-Hinton e posterior

identificacao.

4.3 IDENTIFICACAO
A identificacdo das coldnias isoladas foi realizada através de sistema automatizado de
identificacao microbiana de espectrometria de massa VITEK® MS, que utiliza tecnologia de
Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF), no Laboratério
de Microbiologia do Real Hospital Portugés (RealLab), com a colaboracdo da farmacéutica

bioquimica Andrea Karla Alvino de Macedo Rego.
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Para tal, foi necessario preencher as placas do equipamento, chamadas de “slides”,
com as coldnias a serem identificadas nos pequenos circulos presentes nos slides (spots),
assim como aplicar no spot central do slide uma cepa ATCC E. coli 8739, que servird como
cepa de calibragdo (FIGURA 1). Apos esta etapa, com as cepas secas, aplicou-se 1uL da
matriz CHCA (Acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinadmico), que tem por fungio facilitar a ionizago

dos peptideos e proteinas das amostras.

Figura 1; Preparo de slide com preenchimento de spass para identificagio bacteriana por espectrometria de massa
VITEE-MS

Os slides preenchidos foram acomodados na plataforma que foi inserida no
equipamento (FIGURA 2), onde as amostras foram sujeitas a disparos de laser no interior do
espectrometro de massa VITEK®-MS. A matriz absorve a luz do laser e vaporiza-se,

Jjuntamente com a amostra, adquirindo entdo uma carga elétrica (ionizagao).

Figura 2: Plataforma de apoio para slides do equipamento VITEK®-MS

LViTEx b

POWER SOPRATING  ® VACUUM ® NEGA:
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Os campos elétricos presentes no equipamento levam estes ions para o tubo de vacuo,
que os separa de acordo com a massa das moléculas, resultando numa série de picos
(espectro). Os espectros obtidos foram comparados com os espectros da base de dados de uma

série de espécies bacterianas, sendo este o critério de identificagdo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram realizadas analises bacteriologicas em 17 descargas (10 de sanitario
femininos e 7 de sanitario masculinos), 12 torneiras (6 de sanitario femininos e 6 de sanitario
masculino) e 17 maganetas (10 de sanitario femininos e 7 de sanitario masculinos) Ao todo,
foram feitos 46 semeios primarios no meio Agar MacConkey, dos quais 10 ndo apresentaram

nenhum crescimento.

Tabela 1: Superficies de banheiros de uma institui¢do publica de ensino superior em Recife-PE, no periodo de

outubro a dezembro/2022.

Descargas Torneiras Macanetas Total
WC Feminino 10 6 10 26
WC Masculino 7 6 7 20
Total 17 12 17 46

Foram identificadas 19 bactérias das superficies analisadas dos banheiros femininos e
18 dos banheiros masculinos. Das descargas dos sanitarios feminino, foram isoladas e
identificadas nove bactérias, sendo Pseudomonas stutzeri correspondendo a 77,7%, seguida
pela Pseudomonas putida (11,11%) e Franconibacter helveticus (11,11%). Das torneiras
foram isoladas cinco bactérias, sendo P. stutzeri (20%), Enterobacter hormaechei (40%)
Providencia rettgeri (20%) e K. pneumoniae (20%). Das maganetas foram isoladas cinco
bactérias, sendo P. stutzeri (80%) e P. putida (20%) (Tabela 1).

Das descargas dos sanitarios masculinos, foram identificadas seis bactérias sendo P,
stutzeri (50%), Pseudomonas oryzihabitans (16,6%), E. coli (16,6%) e outra espécie nao

Gram-negativa (16,6%); Das torneiras foram isoladas cinco bactérias, sendo P. stutzeri (20%),
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Acinetobacter haemolyticus (20%), Enterobacter cloacae (20%), Klebsiella aerogenes (20%)
e Aeromonas veronii (20%); Das maganetas foram isoladas sete bactérias, sendo
Pseudomonas stutzeri (43%), Pseudomonas putida (14,28%) e outras espécies nao

Gram-negativas (43%). (Tabela 2).

Tabela 2: Bactérias isoladas nos sanitarios femininos de uma institui¢ao publica de ensino superior, em
Recife-PE no periodo de outubro a dezembro de 2022.

Bactérias Torneiras Descargas Macanetas
(WC feminino) TOTAL
n % n % n %

Enterobacter 2 (40%) - - 2
hormaechei
Franconibacter - 1 - 1
helveticus (11,1%)
Klebsiella 1 (20%) - - 1
pneumoniae
Providencia 1 (20%) — — 1
rettgeri
Pseudomonas - 1 1 (20%) 2
putida (11,1%)
Pseudomonas 1 (20%) 7 4 (80%) 12
stutzeri (77,7%)

TOTAL 5 9 5 19
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Tabela 3: Bactérias isoladas nos sanitarios masculinos de uma instituigdo publica de ensino superior, em
Recife-PE, no periodo de outubro a dezembro de 2022.

Bactérias Torneiras Descargas Magcanetas
(WC TOTAL
Masculino) n % n % n %

Aeromonas 1 (20%) - - 1
veronii
Acinetobacter 1
haemolyticus 1 (20%) - -
Escherichia coli - 1 (16,6%) - 1
Enterobacter 1 (20%) - - 1
cloacae
Klebsiella 1 (20%) - - 1
aerogenes
Pseudomonas
oryzihabitans - 1 (16,6%) - 1
Pseudomonas - - 1 (14%) 1
putida
Pseudomonas 1 (20%) 3 (50%) 3 (43%) 7
stutzeri
Outros - 1 (16,6%) 3 (43%) 4

TOTAL 5 6 7 18

Os resultados obtidos permitem evidenciar que BGNNF foram isolados de 70,3%,
considerando sanitarios e superficies. Em ambos os sanitarios, destaca-se o quantitativo de
isolados bacterianos de descargas e macanetas que contrariam diversos estudos que
constataram uma maior contamina¢do nas torneiras, provavelmente pela alta umidade da
superficie e pela recontaminacdo das maos por coliformes apdés o uso dos sanitarios
(REZENDE, ARANTES, ROSA, 2015; PEIXOTO, FONTOURA, 2017; SILVA, C., et al,
2019). Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que, em todos os sanitarios analisados
neste estudo, havia auséncia de sanitizantes para as maos, fato que desencoraja o uso das
torneiras pelos usudrios. Outro motivo seria a falta de tampas na maioria dos vasos sanitarios
analisados, o que torna maior a propagacao de particulas e goticulas contaminantes durante a

descarga dentro das cabines individuais.
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E relevante enfatizar, que superficies diversas além de torneiras ¢ macanetas podem
estar contaminadas, como constatado por Franca et al. (2013), indicando que assentos
sanitarios sdo superficies com maior numero de unidades formadoras de colonia, uma vez que
entram em contato direto com os fluidos corporais dos usuérios por goticulas ou respingos
que acontecem durante a realizag¢do das necessidades fisiologicas.

A variagdo de espécies bacterianas identificadas dos sanitarios masculinos estdo de
acordo com Ngonda (2017) e Silva et al. (2019), os quais relatam maior contaminagdo de
sanitarios masculinos quando comparados aos femininos porque, de modo geral, o publico
feminino possui maiores cuidados de higiene ao frequentar sanitarios, ja que sdo um grupo
mais propicio a infec¢des do trato urinario, principalmente por fatores anatomicos.

P, stutzeri foi isolada de 20% de torneiras, 66,5% de descargas e 58,3% de macanetas.
O fato desta espécie possuir grande plasticidade gendmica pode explicar sua presenca e
predominancia em ambientes diferentes (DE SOUSA, 2019). Por estar amplamente presente
no solo, sua presenca nos sanitarios analisados, nesse estudo, deve-se ao grande fluxo de
pessoas que circulam no ambiente, servindo como carreadoras desse bacilo, uma vez que
parte significativa dos estudantes do campus universitario em questdo utilizam atalhos de
estrada de terra para se deslocarem de um local a outro, gerando suspensao de poeira e, assim,
contaminag¢ao do ambiente.

Outro fator que pode ser o responsavel pela contamina¢do dos dos sanitarios ¢ que
bacilos do género Pseudomonas sp. podem estar presentes em solugdes antissépticas vencidas
ou inativadas, além de apresentar resisténcia a alguns tipos de sanitizantes como fenodis
sintéticos, compostos quaternarios de amoénio, clorexidina e polihexametileno biguanida,
sendo necessaria a verificagdo dos produtos de limpeza utilizados na higienizagdo das
superficies dos sanitarios analisados (SANTOS; CASTRO, 2021).

Infecgdes mais comuns relacionadas com o género Pseudomonas sp. que podem ser
adquiridas em ambientes de uso compartilhado contaminados sdo otite externa, adquirida por
dgua contaminada, podendo ser mais grave em pessoas diabéticas, foliculites, onde ocorre a
inflamacdo dos foliculos capilares por acdo desses bacilos, infecgdes oculares, podendo ser
adquirida por cocar os olhos com as maos contaminadas (SILVA, 2015). Como o grupo que se
destaca no uso nos banheiros analisados sdo estudantes da area de saude, ha um risco ao locais
de estagio realizados por eles, como hospitais e unidades basicas de satde.

Recentemente, casos clinicos de endocardite causados por esse bacilo foram

documentados por ALWAZZEH, et al (2020) e HALABI, et al. (2019), além de casos de
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endoftalmite, também causados por P. stutzeri, foram relatados por HANDA et al (2022) e
SHAH et al. (2020). Apesar dos casos relatados, os autores afirmam que as infecg¢des
causadas por essa espécie sdao raras € que acometem principalmente pacientes
imunocomprometidos.

Aeromonas veronii, isolado em uma torneira do banheiro masculino (20%),¢é uma
espécie que tem capacidade de causar infeccoes em humanos, sendo transmitido
principalmente pelo consumo de 4gua e alimentos contaminados, colonizando o trato
gastrointestinal, o que os classifica como microrganismos oportunistas. As infec¢des causadas
por esses bacilos vao desde furunculoses a diarréias, e em casos mais severos, septicemia, que
pode advir do agravamento de um quadro de gastroenterite (PESSOA et al., 2019). Sao
também capazes de causar infecgcdes em tecidos moles, como na regido ocular e no trato
respiratorio (FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020), sendo entdo uma preocupagio em
casos de contaminagdo das maos nos banheiros, ja que pode facilmente ser transferido para
olhos e boca e, no presente trabalho, A. veronii foi isolado de torneiras, uma superficie tocada
inclusive por pessoas que nao utilizam os vasos sanitarios. Além disso, a contaminagao por
este bacilo Gram-negativo pode ter se dado pela méd qualidade da 4gua utilizada, ja que se
trata de dgua de pogo.

Obtivemos um isolado de Acinetobacter haemolyticus de torneiras do banheiro
masculino (20%). Apesar de ser um género mais comumente encontrado em ambiente
hospitalar, espécies de Acinetobacter spp. ja foram isoladas em amostras de raizes de plantas e
do solo (GOVENDER, et al., 2020; ALHASHIMI, et al., 2021), evidenciando sua presenca
no meio ambiente. Sua presenca nos sanitarios analisados pode ser justificada pela
contaminac¢do cruzada decorrente de alunos com as maos contaminadas vindos de ambientes
de assisténcia a saude ou, assim como no caso da Pseudomonas sp., por conta da ampla
arborizagdo da universidade. Acinetobacter pode ser responsavel por infecgcdes como
pneumonias, meningites, infec¢des intra-abdominais, do trato urinario e infecgdes de pele e
tecidos moles. Além disso, sua detec¢do em um ambiente tdo movimentado como banheiro de
uso compartilhado chama atengdo por ser um bacilo com terapia antibidtica limitada devido
ao alto grau de resisténcia (GOVENDER, et al., 2020).

O género Enterobacter, representando nos nossos resultados pelas espécies
Enterobacter cloacae (2,7%) e Enterobacter hormaechei (5,4%) se destacam em infec¢des do
trato urinario, respiratdrio e na pele (SILVA et al., 2019). Foram isolados apenas nas torneiras,
assim como evidenciado por Takano et al. (2021), que analisaram sanitarios sociais de uma

faculdade em Sao Paulo, podendo justificar este comportamento pelo fato da umidade das
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torneiras ser muito maior do que nas valvulas de descargas e macanetas, favorecendo o
crescimento da bactéria. Podem ser transmitidos por contato direto com maos contaminadas, o
que se torna uma preocupacao no caso de estudantes usuarios dos sanitdrios que estdo
realizando estagios, tanto em meio hospitalar, quanto em manipulagdo de farmacos. Apesar
dos cuidados de higiene adotados nesses ambientes, a falta de sabonetes e higienizantes para
as maos nos sanitarios analisados, como ja citado anteriormente, pode aumentar o grau de
contaminag¢ao dos usuarios.

A presenca de E. coli, K. aerogenes ¢ K. pneumoniae aponta uma contaminagao por
material fecal, sugerindo uma higienizacdo precaria dos sanitarios, contaminagao pelas maos e
pelas goticulas geradas pela descarga. Sao espécies isoladas frequentemente em analises
microbiologicas de banheiros, como mostram os estudos de Alonge et al. (2018), Oliveira
Filha et al. (2018) e Matini et al. (2020), e estdo relacionados com casos de infe¢do urindria,
o que levanta preocupacao pela sua presenca nas superficies de banheiros publicos.

Providencia rettgeri € um bacilo Gram-negativo pertencente a familia Morganellaceae
e foi isolado de torneira de sanitario feminino (20%). Peixoto e Fontoura-da-Silva (2007) e
Oliveira Filha et al (2018) também isolaram espécies de Providencia sp. em sanitarios de uso
compartilhado em shoppings e numa instituicdo de ensino superior, respectivamente, o
primeiro tendo isolado P. rettgeri também de torneiras, assim como o presente trabalho, o que
mostra uma facil contaminacdo pelas maos. Infec¢des causadas por essa espécie sdo, em sua
maioria, casos de meningite em animais como peixes, crocodilos e porcos (LACERDA;
PORTELA, 2021). Por outro lado, em humanos, ja foram relatados casos de infecgdes do trato
urinario, além de ser uma bactéria capaz de infectar feridas abertas, principalmente
queimaduras, podendo levar a septicemia. Essas infecgdes estdo relacionadas principalmente
com imunocomprometidos e diabéticos (HUFF; BLOME-EBERWEIN, 2022).

Apesar da deteccdo dos contaminantes realizada neste trabalho, os sanitarios
analisados sao higienizados diariamente. Entretanto Ofonime Ogba et al. (2017) realizaram
analise microbiologica de banheiros publicos de Hotéis, Igrejas e Escolas da Nigéria, locais
que possuem um cronograma frequente de limpeza, e foram isoladas espécies de BGN como
E. coli e Salmonella. sp. Esses resultados reforcam que apenas a higienizacao frequente das
superficies nao ¢ suficiente para livrar o ambiente de contaminacao, os cuidados individuais
no uso dos banheiros e sanitarios sdo essenciais.

Além disso, vale ressaltar que o tipo de desinfetante utilizado ¢ extremamente

importante. Estudos foram feitos para avaliar acdo de diferentes substancias desinfetantes,
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como alcool 70%, acido paracético, didxido de cloro, detergente neutro e hipoclorito de sodio,
revelando que a maioria dos agentes desinfetantes, apesar de diminuir drasticamente o nimero
de colonias nas superficies, ndo inibem o crescimento total das bactérias estudadas (E. coli,
Pseudomonas e Klebsiella) (DUTRA et al., 2022; CASTRO et al., 2022).

A disseminacdo de bactérias através das maos € um agravo prevenivel com as boas
praticas de higiene, porém, ¢ a principal causa de IRAS e ¢ um problema de satide publica que
preocupa todo o mundo, uma vez que essas infecgdes hospitalares levam ao aumento do
tempo de internamento, dificultam no processo de tratamento e cura e aumentam a taxa de
mortalidade dos pacientes (MELLO; OLIVEIRA, 2021). A riqueza de espécies encontradas
nos sanitarios analisados neste trabalho levantam preocupagdes quanto aos tipos de infecgdes
comunitarias que podem ser causadas devido a contaminagdo de superficies de uso comum. A
contaminagdo cruzada ¢ uma ameaga nao s6 no ambiente hospitalar, uma vez que o homem
pode difundir esses possiveis patogenos para espagos de convivéncia, veiculos de transporte,
residéncias, ambientes de estudo, ambientes de servigos de satide, entre outros, gerando assim

uma disseminacao generalizada, pondo em risco a saude de toda uma populagao.

6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

e Houve o predominio de bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores em sanitarios
masculinos e femininos, como também nas respectivas torneiras, descargas e
maganetas;

e A espécie Pseudomonas stutzeri foi prevalente de ambos os sanitarios, especialmente

em descargas e macganetas ;

e  FEnterobacter hormaechei foi a espécie mais isolada de torneiras do sanitario
feminino;

e Nao houve predominancia de espécie bacteriana isolada de torneiras do sanitario
masculino, caracterizando a miscelanea entre bacilo gram-negativo de diferentes

espécies.
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