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Resumo:

A técnica de deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente em
placa, devido sua facilidade de execucdo, € utilizada para investigar a
contaminacdo das maos dos profissionais da saude na pratica hospitalar.
Entretanto, ela ndo esta padronizada para estudos semiquantitativos ou
guantitativos da microbiota transitoria das méos. Neste estudo nés tentamos
padronizar a técnica de deslizamento para estimar o grau de contaminacao
transitéria das maos, utilizando como microrganismos testes amostras de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans provenientes de
colecdes de cultura. A técnica da friccdo das pontas dos dedos em tubos
contendo liquido de amostragem e pérolas de vidro foi usada como método
de referéncia para as contagens de vidveis dos microrganismos testes. As
placas semeadas pelo deslizamento dos dedos e pelo método de referéncia
foram incubadas na estufa a 37°C, durante 24 horas. O numero de unidades
formadoras de col6nias (UFC) obtidas pelas duas técnicas foi comparado
utilizando-se o coeficiente de correlacdo de Spearman (rho). Em média,
contaminacdes das pontas dos dedos de 12 milhdes, 1,2 milhdo e 1500 UFC
resultaram em, respectivamente, crescimento confluente, semiconfluente e
de colbnias contaveis na técnica de deslizamento. Houve correlacéo entre as
duas técnicas testadas, encontrando-se os coeficientes de correlacdo de
Spearman (rho) de 0,90 para Staphylococcus aureus; de 0,56 para
Escherichia coli e de 0,73 para Candida albicans. Os resultados sugerem
gue a técnica de pressdo e deslizamento dos dedos pode ser empregada
para estimar o grau de contaminacédo das maos com a microbiota transitoria.
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Introducao

A técnica de deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente em
placa (Smylie et al., 1959) devido sua facilidade de execucao, € utilizada
para investigar a contaminacdo das maos dos profissionais da saude na
pratica hospitalar (Silva et al., 2012). Entretanto, ela ndo esta padronizada
para estudos semiquantitativos ou quantitativos da microbiota transitoria das
maos. No presente estudo nds tentamos padronizar a técnica de pressao e
deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente para estimar o grau
de contaminacdo das maos com a microbiota transitoria.

Materiais e métodos

Staphylococcus aureus ATCC 33591, Escherichia coli DSM 11250 e
Candida albicans ATCC 90028 foram usados como microrganismos testes.
Volumes de 0,02 mL do cultivo em caldo de 24 horas do microrganismo
teste, contendo 10® a 10° unidades formadoras de colénias por mililitro
(UFC/mL), puro e diluido (10" a 10°®), foram aplicados nas pontas dos dedos
da méo esquerda de voluntarios, sendo entdo os dedos friccionados ponta a
ponta, com o auxilio dos dedos correspondentes da méao direita durante 40s
e deixados secar ao ar por outros 80s (Ayliffe et al., 1978). A seguir, as
pontas dos dedos da mao dominante foram amostradas, pela técnica de
pressdo e deslizamento, padronizando-se o0 seguinte procedimento:
aplicacao de leve pressao da ponta dos dedos, um de cada vez, durante 3
segundos na superficie do meio de cultura, seguido do deslizamento por
mais 1 a 2 segundos. As pontas dos dedos da mao ndo dominante foram
amostradas, por friccdo, durante 3 minutos, em tubos contendo 5mL de
salina e 10g de pérolas de vidro (técnica dos tubos com pérolas), usada em
paralelo como método quantitativo de referéncia. As placas semeadas com a
suspensao do microrganismo teste em salina e pelo deslizamento dos dedos
foram incubadas na estufa a 37°C, durante 24 horas, para a contagem de
viaveis. O numero de coldnias obtidas pelas duas técnicas foi comparado
utilizando-se o coeficiente de correlagdo de Spearman (rho).

Resultados e Discussao

A contagem de viaveis média (x DP) do ind6culo inicial de cada
microrganismo teste (i.e., o cultivo de 24 horas em caldo nutriente), expresso
pelo logip de UFC/mL, foi de: 9,14+0,38 (S. aureus); 9,32+0,11 (E. coli) e de
8,02+0,10 (C. albicans). O numero de experimentos e o total de contagens
selecionadas para cada microrganismo teste, considerando-se as diluicoes
do in6culo (102 a 10°) que ndo apresentaram crescimento confluente ou
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semiconfluente de coldnias na técnica de deslizamento para possibilitar a
correlacdo com a técnica dos tubos com pérolas, foram de, respectivamente,
cinco e 73 para S. aureus; sete e 50 para E. coli e trés e 63 para C. albicans.
Os experimentos foram feitos em dias diferentes e sempre que possivel
foram ensaiados de trés a quatro individuos do grupo dos sete voluntarios.
Considerando-se a hip6tese de que a contaminacao inicial da ponta do dedo
da méo esquerda com 20uL do in6culo inicial do microrganismo teste fosse
distribuida igualmente para a ponta do dedo correspondente da mao direita,
pela friccdo dos dedos ponta a ponta, por 40 segundos, podemos estimar
gue a contaminacdo de cada ponta de dedo na pratica foi com 10uL do
indculo inicial. Assim, a dose contaminante do inéculo puro, expressa em
logip por ponta de dedo, para cada microrganismo teste, utilizada no
presente estudo foi: de 7,14+0,38 para o S. aureus, de 7,32+0,11 para a E.
coli e de 6,02+0,10 para C. albicans.

A contaminacdo das pontas dos dedos dos voluntarios com 10uL do inéculo
inicial dos microrganismos testes variou de 1 milhdo de UFC (Candida
albicans) a 22 milhdes (Escherichia coli). Em média, os dedos altamente
contaminados com o inéculo puro (em torno de 12 milhdes de UFC) e diluido
1:10 (cerca de 1.200.000 de UFC) resultaram, respectivamente, em
crescimento confluente e semiconfluente na técnica de pressdo e
deslizamento dos dedos na superficie de &gar nutriente. Em contraste,
baixas contaminacbes (i.e., 90 a 2.500 UFC/dedo) proporcionaram
crescimento de coldnias contaveis (Figuras 1 a 3).

Houve correlacdo entre as duas técnicas testadas, encontrando-se 0s
coeficientes de correlacdo de Spearman (rho) de 0,90 para Staphylococcus
aureus; de 0,56 para Escherichia coli e de 0,73 para Candida albicans.

Os dados demonstram que a técnica de deslizamento detectou altos e
baixos niveis de contaminacdo das maos.

Técnica de pressao e deslizamento dos dedos na supe rficie de agar
nutriente. Ma&o Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4,
anular; 5, minimo.Descrigcdo da técnica no texto.

Figura 1. Microrganismo teste: Staphylococcus aureus (ATCC 33591). A, crescimento
confluente (~14 milhdes de UFC/dedo); B, crescimento semiconfluente (~1,4 milhdo de
UFC/dedo); C, crescimento de aproximadamente 2.500 UFC/dedo (voluntario B).
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Figura 2. Microrganismo teste: Escherichia coli (DSM 11250). ). A, crescimento confluente
(~22 milhGes de UFC/dedo); B, crescimento semiconfluente (~2,2 milhées de UFC/dedo);
C, crescimento de aproximadamente 2.000 UFC/dedo (voluntério C).

Figura 3 . Microrganismo teste: Candida albicans (ATCC 90028). A, crescimento confluente
(1 milhdo de UFC/dedo); B, crescimento semiconfluente 100.000 UFC/dedo); C,
crescimento de 90 UFC/dedo (voluntario B).

Conclusbes

Os resultados sugerem que a técnica de presséao e deslizamento dos dedos
pode ser empregada para estimar o grau de contaminacdo das maos com a
microbiota transitoria.
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