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EPIGRAFE

“Nao fique triste quando ninguém notar
0 que fez de bom. Afinal...

... 0 sol faz um enorme espetéaculo ao
nascer, e mesmo assim, a maioria de nos
continua dormindo.”

(Charles Chaplin)


http://pensador.uol.com.br/autor/charles_chaplin/

Padronizacdo da técnica de deslizamento dos dedos em agar nutriente para

estudo da microbiota das maos

RESUMO
Introducdo. A técnica de deslizamento dos dedos em &gar nutriente € comumente usada em
estudos qualitativos para investigar a contaminacdo das méos na préatica hospitalar. Entretanto,
ela ndo esta padronizada para estudos quantitativos da microbiota transitoria das maos.
Objetivo. Propor uma adaptacdo da técnica de deslizamento na tentativa de padroniza-la para
avaliar o grau de contaminacao das maos.
Métodos. Como microrganismos testes foram usados as seguintes espécies microbianas:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans, provenientes de colecdo de cultura. A contaminacdo das pontas dos dedos de
voluntarios humanos foi realizada aplicando-se 20uL do cultivo em caldo de 24 horas do
microrganismo teste e das diluicdes 10 a 10°® no experimento 1 (comparagéo das técnicas) e
das diluicdes 102 a 10™ no experimento 2 (correlacdo das técnicas). Os microrganismos testes
foram recuperados das mdos utilizando-se as técnicas do deslizamento (método proposto) e
dos tubos com pérolas (método de referéncia).
Resultados. No experimento 1, a técnica de deslizamento mostrou, em média, crescimento
confluente para doses contaminantes de 10 milhGes de unidades formadoras de coldnias por
ponta de dedo (UFC/dedo) (alta contaminacgdo), semiconfluente para 130.000 UFC/dedo
(média contaminacdo) e de col6nias contaveis para 6.000 UFC/dedo (baixa contaminacéo).
No experimento 2 houve correlagdo entre as técnicas, encontrando-se uma média+tDP do
coeficiente de correlagdo de Spearman de 0,81+0,16 para 0s microrganismos testados.
Conclus6es. Os resultados sugerem que o método proposto pode ser utilizado para estimar o

grau de contaminacdo das maos pela microbiota transitéria.

Palavras-chave: contaminacdo, higiene das maos, microbiota transitoria, ponta de dedos.



Standardization of the finger-streak plate culture technique to study microbiota

on hands

ABSTRACT
Introduction. The finger-streak technique is commonly used in qualitative studies to
investigate contamination of hands in hospital practice. However, it has not yet been
standardized for quantitative studies with regard to transient microbiota on the hands.
Objective. Current investigation proposes an adaptation of finger-streak technique for its
standardization to assess the degree of hand contamination.
Methods. Test organisms in current study were derived from culture collections and included
the following microbial species: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa and Candida albicans. The contamination of fingertips from human volunteers
was carried out by the application of 20uL of a broth culture of test organism and 10 to 10°®
dilutions in experiment 1 (comparison techniques) and 107 to 10 in experiment 2
(correlation techniques). The test organisms were recovered from the fingertips by the finger-
streak technique (proposed method) and by glass-bead tube technique (reference method).
Results. In experiment 1, the finger-streak technique showed an average confluent growth for
contaminant doses of 10 million colony-forming units (CFU) per fingertip (high
contamination); semi-confluent with 130,000 CFU per fingertip (medium contamination) and
countable colonies of 6,000 CFU per fingertip (low contamination). In experiment 2 there was
a correlation between the techniques. Spearman’s mean+SD correlation coefficient was
0.81+0.16 for the tested organisms.
Conclusions. Results suggest that the proposed method may be used to estimate the degree of
hand contamination by transient microbiota.

Keywords: contamination, hand hygiene, transient microbiota, fingertips.
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CAPITULOII

INTRODUCAO

A contaminagdo das méos dos profissionais da saude constitui uma das principais
formas de transmissdo das infecgBes relacionadas a assisténcia a salde. Entre as medidas
consideradas de alta eficacia para a prevencdo e controle destas infec¢des, a higienizacéo das
méaos ocupa lugar de destaque e pode ser realizada na préatica hospitalar com sabéo liquido ndo
medicamentoso (higienizacdo simples das méos), com antisséptico degermante, como por
exemplo, clorexidina ou povidona-iodo associado a um detergente (higienizacdo antisséptica
das maos) e com preparacdes alcodlicas na forma liquida, de gel ou de espuma (friccdo
antisséptica das mdos) (BOYCE & PITTET, 2002; BRASIL, 2009; WHO, 2009).

A pele das maos apresenta uma populacdo de microrganismos que pode ser
diferenciada em flora residente (normal) e flora transitéria (PRICE, 1938). Os
microrganismos pertencentes a flora residente estdo firmemente aderidos, multiplicam-se e
persistem sobre a pele, sendo representados principalmente por bactérias de baixa viruléncia,
como estafilococos coagulase negativos, micrococos e corinebactérias aerébias e anaerobias,
as quais raramente estdo associadas as infeccdes transmitidas pelas maos (LARSON, 1985;
BRASIL, 2007). As bactérias residentes praticamente ndo sdo removidas pela acdo mecanica
da lavagem das médos com agua e sabdo comum, entretanto, podem ser reduzidas pelo uso de
antissépticos degermantes ou preparacdes alcoolicas ou sofrer uma remoc¢do mais acentuada
pela escovagdo com antissépticos degermantes no caso do preparo pré-operatério das méos da
equipe médica cirargica (BRASIL, 1989; LARSON, 1995; BRASIL, 2007, 2009).

A flora microbiana transitéria da pele é constituida por quaisquer microrganismos
adquiridos através do contato com pessoas e objetos, fontes ambientais ou que sdo
artificialmente aplicados sobre a pele. Incapazes de colonizar, estes microrganismos, ao
contrario dos residentes, estdo frouxamente aderidos sobre a pele das maos e sdo facilmente
removidos pela higienizacdo das mdos com agua e sabdo comum (LOWBURY & LILLY,
1964; AYLIFFE et al., 1978; GOLDMAN & LARSON, 1992; LARSON, 1995).

Na pratica hospitalar a flora transitéria das maos dos profissionais da salde é
comumente adquirida pelo contato direto com pacientes infectados ou colonizados ou a partir

de equipamentos e superficies contaminadas no ambiente proximo ao paciente (BRASIL,
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2009; WHO, 2009; OTTER et al., 2011), existindo na literatura varios estudos comprovando
que as maos assim contaminadas transportam diferentes patdgenos hospitalares, como por
exemplo, Escherichia coli (SALZMAN et al., 1967), Proteus spp. (KNITTLE et al., 1975),
Klebsiella spp. (SELDEN et al.,, 1971; CASEWELL & PHILLIPS, 1977), Citrobacter
diversus (PARRY et al., 1980), Acinetobacter spp. (BUXTON et al., 1978; ALLEN &
GREEN, 1987; GERNER-SMIDT, 1987; SAKATA et al., 1989), Pseudomonas aeruginosa
(FOCA et al.,, 2000), Staphylococcus aureus (MORTIMER et al., 1962; BRUUN &
SOLBERG, 1973; PEACOCK et al., 1980; COOKSON et al., 1989; CARDOSO et al., 1991);
responsaveis por infecgdes hospitalares.

Apb6s o cléssico experimento de PRICE (1938) sobre a quantificacdo da flora
bacteriana das maos pela contagem das bactérias removidas pela escovacdo das maos em
bacias com agua e sabdo, foram descritas na literatura varias técnicas para o estudo da flora
microbiana das mé&os. Dentre estas, as mais comumente empregadas sdo baseadas nas
seguintes metodologias: (i) lavagem das maos, representada pelas técnicas das maos
enluvadas e do saco plastico, podendo também ser incluida nesta metodologia a técnica de
friccdo das pontas dos dedos em tubos contendo pérolas de vidro e liquido de amostragem;
(ii) uso de “swab”; (iii) contato e deslizamento ou impressdo dos dedos na superficie de placas
contendo agar nutriente (Larson et al., 1980; Kaltenthaler & Pinfold, 1995).

A técnica das maos enluvadas, baseada na técnica da lavagem das luvas descrita por
REID et al. (1950), foi proposta por MICHAUD et al. (1972, 1976) ) como um modelo
experimental para avaliar diferentes efeitos de agentes degermantes no preparo pré-operatério
das méos. Em resumo, a reducdo da flora bacteriana residente das méos é quantificada apos
uma aplicacdo do produto a ser testado, nos tempos zero (efeito imediato) e apds 3 horas
(efeito residual); apds varias aplicacdes do produto (efeito cumulativo) e apoOs vaérias
aplicacdes diarias do produto durante 5 dias (efeito persistente). O fundamento da técnica é a
contagem de viaveis dos microrganismos recuperados no liquido de amostragem que é
adicionado as médos enluvadas de um grupo de voluntarios. A contagem controle é realizada
nas maos enluvadas apds a higiene das mdos com agua e sabdo para remover a flora
transitdria. As maos dos voluntarios sdo novamente enluvadas, sendo a direita amostrada, por
exemplo, imediatamente (efeito imediato) e a esquerda apds 3 horas (efeito residual). Os
resultados das contagens sdo comparados ao controle (MICHAUD et al., 1972, 1976).

A técnica das maos enluvadas tem sido utilizada em diferentes estudos. Por exemplo,

NG et al. (2011) investigaram a contaminacao bacteriana das méos de profissionais da satde
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em um laboratoério de microbiologia clinica de um hospital. Outro estudo comparou a eficicia
do alcool e da clorexidina na antissepsia das maos de médicos e enfermeiros durante a rotina
de cuidados ao paciente (CHOW et al., 2012). Outros pesquisadores usaram a técnica das
méos enluvadas no estudo da contaminagdo das maos de pacientes internados em um hospital
geral (ISTENES et al., 2013). Nos Estados Unidos, os testes oficiais para avaliar a eficacia
dos produtos comercializados para a higienizagdo das méos dos profissionais da salde séo

baseados na técnica das méos enluvadas (ASTM, 2000).

A técnica do saco plastico consiste de uma simplificacdo descrita por GASCHEN
(1969) da cléssica técnica das bacias de PRICE (1938) e pode ser utilizada em estudos
qualitativos e quantitativos da flora microbiana das méaos. Uma modificacdo da técnica do
saco plastico, descrita por LARSON et al., (1980), tem sido amplamente empregada em
estudos da microbiota das maos. Nesta técnica, sdo utilizados sacos plasticos, com capacidade
para 950 mL, previamente esterilizados por 6xido de etileno. No momento da amostragem s&o
adicionados ao saco plastico50 mL do liquido de amostragem estéril (tampéo fosfato e Triton
X-100). A seguir o voluntario introduz a méo no saco plastico e os dedos, particularmente ao
redor das unhas, e a palma da médo, mas ndo o dorso, sdo friccionados através da parede do

saco pléastico pelo pesquisador durante 1 minuto.

A técnica do saco plastico, além do custo e da complexidade de execucdo, apresenta
ainda a desvantagem da necessidade de diluicdo do liquido de amostragem, que pode afetar a
sensibilidade do método (LARSON et al., 1980). Entretanto, esta técnica e suas modificacdes,
tem sido empregadas em diferentes estudos relacionados a microbiota das médos, como por
exemplo: contaminacdo de luvas por patdgenos hospitalares (DOEBBELING et al., 1988.;
TENORIO et al., 2001), eficacia da higienizacdo das m&os na pratica hospitalar (SPRUNT et
al., 1973; LARSON et al., 1984, 1986, 2001, TRICK et al., 2003; EKSI et al., 2010) e
contaminacdo das méaos dos profissionais da satde durante a rotina dos cuidados aos pacientes
hospitalizados (MAKI et al., 1978; PARRY et al., 1980; FOCA et al., 2000; LARSON et al.,
2001; WATERS et al., 2004; MONISTROL et al., 2013).

A amostragem dos dedos em tubos ou placas contendo pérolas de vidro foi descrita
por ROTTER et al. (1974), modificada por AYLIFFE et al. (1978) e proposta na década de 70
do século passado na Europa como um teste para avaliar a “lavagem higiénica” das maos, isto
é, o efeito imediato de antissepticos degermantes e preparagdes alcoolicas sobre
microrganismos artificialmente aplicados sobre as maos (AYLIFFE et al., 1978; LILLY &

LOWBURY, 1978). Apesar de se tratar de uma técnica trabalhosa, que requer a diluicdo do
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liquido de amostragem para a contagem das bactérias recuperadas, ela fornece resultados

consistentes.

Em nosso meio, existem registros do emprego desta técnica em diversos estudos sobre
a acdo do sabdo, antissépticos degermantes e preparacdes alcodlicas na remocdo da flora
microbiana transitéria das mdos (CARDOSO et al., 1985; 1999; GUILHERMETTI et al.,
2001; SOARES et al., 2002; HERNANDES et al., 2004; ZARPELLON et al., 2008). Outro
estudo comparou a sobrevivéncia de Staphylococcus aureus e de bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli, Klebsiella. pneumoniae, Serratia marcescens e Pseudomonas. aeruginosa),
provenientes de colecdo de cultura e de isolados clinicos, artificialmente aplicados nas méos
de voluntéarios humanos (GONTIJO et al., 1985).

Uma modificacdo da técnica dos tubos com pérolas que consiste na amostragem das
pontas dos dedos, por friccdo durante 1 minuto, em 10 mL de caldo nutriente distribuido em
placa de Petri 100x15 mm, sem usar pérolas, € utilizada nos testes oficiais da Comunidade
Européia para avaliar a eficacia antimicrobiana de antissépticos degermantes ou de
preparacdes alcodlicas disponiveis no comércio para a higienizacdo das méos (EN 1997,
PrEN, 2011).

A amostragem das méos utilizando “swab” umedecido ¢ uma das técnicas mais
simples para estudos qualitativos ou quantitativos da flora microbiana de pequenas &reas da
superficie da pele (LARSON et al., 1980), existindo na literatura varios registros do uso desta
técnica (MCBRIDE et al., 1975, 1977; ALY & MAIBACH, 1976; EVANS & STEVENS,
1976; SAALFELD et al., 2009; SUNKESULA et al., 2014). Apos a friccdo do sitio a ser
amostrado o “swab é diretamente semeado em agar nutriente por técnica de esgotamento para
0 isolamento e contagem das colonias. Alternativamente, o “swab” pode ser transferido para
um tubo contendo caldo nutriente, agitado em “mixer” para obter a suspensdo bacteriana a ser
usada no estudo. Com finalidade de padronizar esta técnica para a amostragem das maos,
alguns pesquisadores tém recomendado o seguinte procedimento: friccionar o “swab” no
dorso de cada dedo por trés vezes e na palma de cada mé&o por duas vezes, utilizando
movimentos de rotagdo (SNYDER et al., 2008; MORGAN et al., 2010, 2012).

A técnica do deslizamento dos dedos na superficie de meio de cultivo solidificado com
4% de agar, distribuido em placa de Petri, foi descrita por SMYLIE et al. (1959). Os autores
compararam a eficécia do sabdo e de um creme detergente a base de hexaclorofeno no preparo
pré-operatorio das maos da equipe médica cirurgica, avaliando a contamina¢do das méos ao

término do procedimento cirdrgico. Imediatamente apds a cirurgia, 0 médico retirava uma
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luva e sacudia a mdo para remover o excesso de talco dos dedos. A amostragem das pontas
dos dedos indicador, médio, anular e minimo era realizada por leve pressdo e deslizamento
dos dedos na superficie do meio de cultivo, fazendo quatro semeaduras paralelas. Este
procedimento era repetido com a outra mao. As placas eram incubadas na estufa a 37°C por

24 horas para o0 estudo e a contagem das col6nias (SMYLIE et al., 1959).

A técnica de impressdo dos dedos na superficie de agar nutriente foi descrita por
GALE et al (1962) em um estudo sobre a antissepsia cirdrgica das mdos. O meio de cultura
usado nesta técnica é preparado a partir do caldo tripticaseina soja adicionado de 2% de agar e
suplementado com 5% de sangue humano (i.e., 4gar-sangue) e distribuido em placa de Petri
100x15mm. A técnica consiste em imprimir a ponta dos cinco dedos de uma das maos na
superficie do agar-sangue, exercendo uma pressao suficiente para que as unhas cortem o meio
de cultura (controle da pressdo). Este procedimento € repetido com a outra mao em uma nova
placa contendo agar-sangue. A contagem e o estudo das col6nias em cada impressdo dos
dedos sdo realizados apds 24 horas de incubacédo das placas na estufa a 37°C.

As técnicas do deslizamento ou de impressdo dos dedos na superficie de agar
nutriente, devido a facilidade de execuc¢do, baixo custo, tém sido empregadas para investigar a
contaminacdo das méos dos profissionais da salde durante o cuidado ao paciente (AYLIFFE
et al., 1979; PITTET et al., 1999; GIROU et al., 2002; KAC et al., 2005; SILVA et al., 2012;
ROCK et al., 2013; LONGTIN et al., 2014), como procedimento de triagem durante surtos de
infeccdes hospitalares (Kominos et al., 1972), ou para investigar a eficacia de produtos para a
higienizacdo das méos (SMYLIE et al., 1959; BERMAN & KNIGHT,1969; AYLIFFE et al.,
1975; OJAJARVI, 1980; PERRAUD et al., 2001; BOTTONE et al., 2004; ABAZA et al.,
2010).

JUSTIFICATIVA

Alguns estudos tém demonstrado que a eficacia dos agentes usados para a higiene das
méaos depende da técnica empregada, do tipo de microrganismo e do grau de contaminagao
das mdos (TAYLOR, 1978; CARDOSO et al., 1999; GUILHERMETTI et al., 2001;
SZILAGYI et al., 2013). Por exemplo, nas mios levemente contaminadas com Acinetobacter
baumannii [i.e., contendo aproximadamente 1000 unidades formadoras de col6nias (UFC) por
ponta de dedo], o sabdo liquido ndo medicamentoso, clorexidina, povidona-iodo e alcool
etilico apresentaram a mesma eficacia na remocao do A. baumannii das méos. Entretanto, nas

méos altamente contaminadas (i.e., contendo em torno de 1.000.000 de UFC por ponta de
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dedo) as preparacdes alcodlicas e povidona-iodo foram superiores a clorexidina e o sabao
liguido ndo medicamentoso (Cardoso et al., 1999). Estes dados sugerem que o conhecimento
do grau de contaminacdo das maos na pratica hospitalar poderia auxiliar a escolha dos

produtos mais adequados para a higienizacdo das méos dos profissionais da saude.

As técnicas de amostragem direta das mdos, como por exemplo, contato e
deslizamento (SMYLIE et al., 1959) ou apenas impressdo (GALE et. al., 1962) dos dedos na
superficie de agar nutriente, por serem rapidas, ndo obstrutivas e de facil execucdo, poderiam
ser utilizadas para estimar o nivel de contaminacdo das maos dos profissionais da salde.
Entretanto, estas técnicas ndo estdo padronizadas para estudos quantitativos da microbiota

transitoria das maos.

A avaliacdo do grau de contaminacdo das maos dos profissionais da saude na pratica
hospitalar durante surtos de infeccbes ou mesmo em situacGes endémicas € de extrema
importancia para que o servico de controle de infeccdo possa enfatizar as medidas de

prevencao e controle, cuja agdo priméria é a higienizacdo das maos.

Em nosso conhecimento este € o primeiro estudo realizado em laboratério com
objetivo de investigar a microbiota transitéria das maos de voluntarios humanos, utilizando
uma adaptacdo da técnica de deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente, na

tentativa de avaliar o grau de contaminagéo das méaos.

OBJETIVOS:

GERAL.: Padronizar a técnica de deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente para
estudo da microbiota das maos.

ESPECIFICOS: (i) Avaliar o grau de contaminacdo das m&os por espécies microbianas,
provenientes de colecdo de cultura, representativas dos seguintes patdgenos hospitalares: (i)
Cocos Gram-positivos: Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis; (ii) Bacilos Gram-
negativos fermentadores (enterobactérias): Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Serratia
marcescens; (iii) Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores: Acinetobacter baumannii e

Pseudomonas aeruginosa; (iv) Leveduras: Candida albicans.
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PA’DRONIZAQAO DA TECNICA DE DESLIZAMENTO DOS DEDOS EM
AGAR NUTRIENTE PARA ESTUDO DA MICROBIOTA DAS MAQOS



27

PAGINA TITULO

Titulo. Padronizacgdo da técnica de deslizamento dos dedos em &gar nutriente para estudo da

microbiota das maos

Autores. Wellinton Muniz do Nascimento®, Gabriel Tezolim® Ellen Sayuri Miazima®,
Carolina Veronéz Garbuggio® Nahida Ajala de Carvalho®, Maria Cristina Bronharo Tognim?
PhD, Celso Luiz Cardoso® PhD.

Afiliacdo. Departamento de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Estadual de Maring4,
Avenida Colombo 5790, Campus Universitario, CEP 87020-900, Méaringa, Parana, Brasil.

Autor correspondente. Prof. Celso Luiz Cardoso, Laboratdrio de Microbiologia,
Departamento de Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade Estadual de Maringd. Avenida
Colombo 5790, Campus Universitario. 87020-900 Maringé, Parana, Brazil.

Fone: +55 44 3011-4953. Fax: +55 44 3011-5941

E-mail: clcardoso@uem.br



28

RESUMO

Introducdo. A técnica de deslizamento dos dedos em &gar nutriente € comumente usada em
estudos qualitativos para investigar a contaminacdo das méaos na pratica hospitalar. Entretanto,
ela ndo esta padronizada para estudos quantitativos da microbiota transitoria das maos.
Objetivo. Propor uma adaptacdo da técnica de deslizamento na tentativa de padronizé-la para
avaliar o grau de contaminacao das maos.

Metodos. Como microrganismos testes foram usados as seguintes espécies microbianas:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans, provenientes de colecdo de cultura. A contaminacdo das pontas dos dedos de
voluntarios humanos foi realizada aplicando-se 20uL do cultivo em caldo de 24 horas do
microrganismo teste e das diluicdes 10 a 10°® no experimento 1 (comparagéo das técnicas) e
das diluicdes 10 a 10 no experimento 2 (correlacdo das técnicas). Os microrganismos testes
foram recuperados das mdos utilizando-se as técnicas do deslizamento (método proposto) e
dos tubos com pérolas (método de referéncia).

Resultados. No experimento 1, a técnica de deslizamento mostrou, em média, crescimento
confluente para doses contaminantes de 10 milh6es de unidades formadoras de colénias por
ponta de dedo (UFC/dedo) (alta contaminagédo), semiconfluente para 130.000 UFC/dedo
(média contaminacdo) e de colbnias contaveis para 6.000 UFC/dedo (baixa contaminagdo).
No experimento 2 houve correlagdo entre as técnicas, encontrando-se uma média+tDP do
coeficiente de correlagdo de Spearman de 0,81+0,16 para 0s microrganismos testados.
Conclusdes. Os resultados sugerem que o método proposto pode ser utilizado para estimar o

grau de contaminacdo das maos pela microbiota transitéria.

Palavras-chave: contaminacdo, higiene das maos, microbiota transitéria, ponta de dedos.
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INTRODUCAO

A contaminagdo das méos dos profissionais da saude constitui uma das principais
formas de transmissdo das infeccOes relacionadas a assisténcia a saude. Entre as medidas
consideradas de alta eficacia para a prevencdo e controle destas infecgdes, a higienizacéo das
mdaos ocupa lugar de destaque e pode ser alcangcada na pratica através do uso de sabdes,
antissépticos associados a detergentes (e.g., clorexidina, povidona-iodo) e preparacGes
alcoolicas (Boyce & Pittet, 2002; Brasil, 2009; WHO, 2009).

Alguns estudos tém demonstrado que a eficacia dos agentes usados para a higiene das
maos depende da técnica empregada, do tipo de microrganismo e do grau de contaminagdo
das méos (Taylor, 1978; Cardoso et al., 1999; Guilhermetti et al., 2001; Szilagyi et al., 2013).
Por exemplo, nas maos levemente contaminadas com Acinetobacter baumannii [i.e., contendo
aproximadamente 1000 unidades formadoras de col6nias (UFC) por ponta de dedo], o sab&o
liqguido ndo medicamentoso, clorexidina, povidona-iodo e alcool etilico apresentaram a
mesma eficacia na remocdo do A. baumannii das mdos. Entretanto, nas maos altamente
contaminadas (i.e., contendo em torno de 1.000.000 de UFC por ponta de dedo) as
preparacdes alcodlicas e povidona-iodo foram superiores a clorexidina e o sabdo liquido néo
medicamentoso (Cardoso et al., 1999). Estes dados sugerem que o conhecimento do grau de
contaminacdo das maos na pratica hospitalar poderia auxiliar a escolha dos produtos mais
adequados para a higienizacdo das méos dos profissionais da salde.

Técnicas de amostragem direta das méos, como por exemplo, contato e deslizamento
(Smylie et al., 1959) ou apenas impressdo (Gale et al., 1962) dos dedos na superficie de agar
nutriente, devido sua facilidade de execucdo, tém sido empregadas para investigar a
contaminacdo das maos dos profissionais da salde durante o cuidado ao paciente ou como
procedimento de triagem durante surtos de infecgfes hospitalares (Pittet et al., 1999; Perraud
et al., 2001; Silva et al. 2012). Entretanto, estas técnicas ndo estdo padronizadas para estudos
guantitativos ou semiquantitativos da microbiota transitéria das méos, de forma a possibilitar
sua utilizacdo para avaliar o grau de contaminacdo das maos.

O objetivo do presente estudo € propor uma adaptacdo da técnica de contacto e
deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente e tentar padronizar esta técnica para

estimar o grau de contaminagdo das méos pela microbiota transitoria.
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MATERIAIS E METODOS
EXPERIMENTO | — COMPARAGAO DAS TECNICAS.

Nesta primeira etapa do estudo foi realizada a comparacdo entre a técnica de pressdo e
deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (método proposto) e a técnica dos
tubos com pérolas (método de referéncia) para avaliar o grau de contaminacdo das méos de
voluntarios humanos.

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringd (COPEP/UEM) conforme Parecer No.
1.061.565 (Plataforma Brasil — CAAE: 39572514.2.0000.0104).

Microrganismos testes. No presente estudo foram utilizados como microrganismos testes
oito espécies microbianas, provenientes de cole¢bes de cultura (“American Type Culture
Collection” — ATCC — Manassas, VA, USA e “German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures”— DSM - Braunschweig, Germany), representativas dos seguintes patdgenos
hospitalares: (i) cocos Gram-positivos, Staphylococcus aureus ATCC 33591, Enterococcus
faecalis ATCC 51299); (ii) bacilos Gram-negativos fermentadores, Escherichia coli DSM
11250, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Serratia marcescens ATCC 14756; (iii)
Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, Acinetobacter baumannii ATCC 19606;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; (iv) leveduras, Candida albicans ATCC 90028.

In6culos. Os indculos dos microrganismos testes, utilizados para a contaminacao artificial das
maos dos voluntérios, foram constituidos, no caso das bactérias, de culturas de 24 horas em
caldo tripticaseina soja (BD-Difco, Sparks, MD, USA) e de caldo Sabouraud (BD-Difco) para
a levedura, contendo 10° a 10° unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL). As
contagens de viaveis dos indculos foram feitas pela técnica da contagem na gota modificada
(Miles et al., 1938; Guilhermetti et al., 2001). Descricdo resumida da técnica: para cada
contagem, trés gotas de 0,02 mL das diluicdes decimais seriadas 10 a 107 do inéculo foram
depositadas na superficie de placas de Petri 90 x 15 mm contendo 15 mL de agar tripticaseina
soja (BD-Difco) sem antibidtico no ensaio com E. coli (DSM-11250), adicionado de 4ug/mL
de vancomicina (ABL — Antibi6ticos do Brasil, Cosmdpolis, SP, Brasil) no experimento com

E. faecalis ATCC 51299, adicionado de 4ug/mL de oxacilina sodica ((Novafarma, Anapolis,
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GO, Brasil) nos testes realizados com S. aureus ATCC 33591, K. pneumoniae ATCC 700603,
S. marcescens ATCC 14756, A. baumannii ATCC 196060 e P. aeruginosa ATCC 27853; ou
15 mL de 4gar Sabouraud (BD-Difco) contendo 50 pug/mL de cloranfenicol (Alamar Tecno-
Cientifica Ltda., Diadema, SP, Brasil) no experimento com C. albicans ATCC 90028. Em
paralelo, como controle, foram realizadas as contagens de vidveis dos microrganismos testes
nos meios de cultura sem antibidticos. Apds a secagem do inoculo, as placas foram incubadas
em aerobiose na estufa a 37°C, durante 24-48 horas, efetuando-se a contagem nas gotas das
dilui¢Bes que apresentaram entre 4 a 40 colonias (i.e., naquelas dilui¢cdes onde as colonias ndo
apresentavavam diminuicdo acentuada do seu tamanho devido ao crescimento semiconfluente
das col6nias).

A média das contagens de viaveis dos in6culos dos microrganismos testes nos meios com e
sem antibidticos foram comparadas empregando-se o Teste t de Student, considerando-se

significativo um valor de P < 0,05.

Voluntérios. Foram convidados para participar deste estudo um grupo de 10 individuos
adultos, sadios, de ambos 0s sexos, constituido por estudantes e professores da Universidade
Estadual de Maringa, sendo observado com rigor o estado integro e sadio das suas maos
durante a realizacdo de todos os experimentos. Os voluntarios que participaram do estudo
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, conforme demonstrado no Anexo 1

(péagina 68).

Contaminacéo artificial das méaos. Para a aplicacdo do microrganismo teste as maos de cada
voluntario foram inicialmente higienizadas durante 20-30 segundos com agua corrente e 3 mL
de sabdo liquido ndo medicamentoso (Handtech perolizado erva doce, Adhetec Quimica
Industria e Comércio Ltda.,, Sumaré, SP, Brasil) e enxugadas com toalhas de papel
esterilizadas. VVolume de 0,02 mL do inéculo puro (i.e., diluicdo 10°) foi depositado na ponta
do dedo polegar da médo esquerda, sendo entdo o dedo friccionado ponta a ponta, com 0
auxilio do polegar correspondente da méo direita durante 40 segundos e deixados secar ao ar
por outros 80 segundos. A seguir, o polegar da mdo dominante foi amostrado pela técnica de
pressdo e deslizamento (método proposto) e o polegar da mdo ndo dominante foi amostrado
pela técnica dos tubos com pérolas (método de referéncia). Procedimento idéntico foi,
simultaneamente, aplicado aos dedos indicador, médio, anular e minimo. O experimento foi
repetido, de forma idéntica, para cada uma das diluicdes 10" a 10° do inéculo do

microrganismo teste (Ayliffe et al., 1978; Lilly & Lowbury, 1978).
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Metodo Proposto — Técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de agar
nutriente. Imediatamente apds a secagem da contaminacdo artificial das maos com o
microrganismo teste, as pontas dos dedos foram amostradas por presséo e deslizamento na
superficie de agar tripticaseina soja (BD-Difco) contendo uma concentracdo final de 3% de
agar-agar (BD-Difco), usando-se uma placa 90 x 15 mm para cada méo. Descricdo da técnica
proposta: com auxilio de caneta para retroprojetor, o fundo da placa foi marcado com um
risco paralelo ao diametro da placa, situado a uma distancia de aproximadamente 2,5 cm do
bordo da placa. Esta area, marcada com um “x”, foi usada para amostrar o dedo polegar.
Perpendicularmente a esta area, logo abaixo do risco, foi amostrado o dedo indicador (abaixo
do “x”) e ao lado, individualmente, na sequencia, 0s dedos médio, anular e minimo. A
amostragem foi realizada aplicando-se uma leve pressdo da ponta dos dedos durante 3
segundos na superficie do meio de cultura adequado, seguido do deslizamento por mais 1 a 2
segundos. A contagem dos microrganismos viaveis recuperados foi feita diretamente pelo
nimero de coldnias desenvolvidas nas placas ap6s incubacdo na estufa a 37°C por 24-48
horas. Com excecdo da amostra de E. coli DSM 11259, os meios de cultura usados na
recuperacdo dos microrganismos testes foram adicionados de antibioticos, conforme descrito

anteriormente nas contagens de viaveis dos inéculos.

Meétodo de Referéncia — Técnica dos tubos com pérolas. A técnica da friccdo dos dedos em
tubos contendo pérolas de vidro e 5 mL de liquido de amostragem, descrita por Lilly &
Lowbury (1978), foi usada como método de referéncia para quantificar a microbiota
transitéria das maos. Nesta técnica, a amostragem das pontas dos dedos, previamente
contaminados com o microrganismo teste, foi realizada pela friccdo durante 3 minutos contra
10 g de pérolas de vidro (3-5 mm de diametro) contidas no interior de tubos de ensaio de
fundo chato (30 x 70 mm para os dedos polegar, indicador, médio, anular e 30 x 65 mm para
0 dedo minimo) contendo 5 mL de &gua triptonada a 0,1% estéril. A contagem de viaveis do
microrganismo teste recuperado das diluicdes 10° a 10 foi feita pela técnica da contagem na
gota modificada (Miles et al., 1938; Guilhermetti etal., 2001) e da diluicdo 107 foi realizada
pela técnica da gota modificada e em paralelo, para aumentar a sensibilidade da contagem,
pela técnica da semeadura em superficie, inoculando-se 1,0 mL em duas placas do meio de
cultivo (0,5 mL por placa). A contagem das diluicdes 10 a 10" foram efetuadas pela técnica
de semeadura em superficie. Os meios de cultura usados na recupera¢do dos microrganismos
testes, com excecdo da amostra de E. coli DSM 11259, foram adicionados de antibioticos,

conforme descrito anteriormente nas contagens de viaveis dos indculos.
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EXPERIMENTO || — CORRELACAO DAS TECNICAS.

Nesta segunda etapa do estudo foi realizada a correlacdo entre a técnica de pressdo e
deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (método propostos) e a técnica dos
tubos com pérolas (método de referéncia) para avaliar o grau de contaminacdo das maos de
voluntarios humanos.

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (COPEP/UEM) conforme Parecer No.
1.061.565 (Plataforma Brasil — CAAE: 39572514.2.0000.0104).

Planejamento experimental. A metodologia utilizada no experimento 2 foi similar aquela
descrita anteriormente no experimento 1. Entretanto, com base no experimento 1 e na
tentativa de se obter placas semeadas pelo deslizamento dos dedos com crescimento de
colbnias isoladas para possibilitar as contagens, a contaminacdo artificial das méos dos
voluntérios no experimento 2 foi realizada apenas com as diluicdes 102 a 10° do indculo.
Sempre que possivel, o nimero de col6nias obtidas na placa semeada pela técnica de presséo e
deslizamento dos dedos (i.e., as diluicdes do microrganismo teste que ndo apresentaram
crescimento confluente ou semiconfluente de coldnias) foi comparado com a contagem de
viaveis, realizada em paralelo, pela técnica dos tubos com pérolas, utilizando-se o coeficiente

de correlagdo de Spearman (rho).
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RESULTADOS
EXPERIMENTO 1

Conforme mostrado na Tabela 1, ndo houve diferenca entre as contagens de viaveis
dos indculos dos microrganismos testes cultivados nos meios com e sem antibioticos
(P>0,05). A contagem de viaveis variou de 1,4 x 10® UFC/mL (Candida albicans ATCC
90028) a 3,3 x 10° UFC/mL (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). A amostra de
Escherichia coli DSM 11250 ndo foi incluida na Tabela 1 porque ela apresentou sensibilidade
parcial ao antibidtico adicionado ao meio de cultivo usado na recuperacao dos bacilos Gram-

negativos testados.

Considerando-se a hipotese de que a contaminacao da ponta do dedo da méo esquerda
com 20uL do indculo inicial do microrganismo teste fosse distribuida igualmente para a ponta
do dedo correspondente da mao direita, durante a friccdo ponta a ponta por 40 segundos,
podemos supor que, na pratica, a contaminacao da ponta de cada dedo foi de 10uL. Assim, a
média (£DP) da dose estimada para a contaminacao das méaos dos voluntarios no experimento
1, expressa pelo log;o das unidades formadoras de colonias por ponta de dedo (UFC/dedo),
para cada microrganismo teste foi de: 7,41+0,08 (S. aureus ATCC 33951); 7,17+0,15 (E.
faecalis ATCC 51299); 7,33+0,03 (E. coli DSM 11250); 7,45+0,05 (K. pneumoniae ATCC
700603); 7,43+0,03 (S. marcescens ATCC 14756); 6,58+0,04 (A. baumannii ATCC 19606);
7,52+0,06 (P. aeruginosa ATCC 27853) e 6,24+0,04 (C. albicans ATCC 90028).

A comparacao das técnicas dos tubos com pérolas e da pressdo e deslizamento dos
dedos na superficie de agar nutriente na recuperacdo dos microrganismos testes aplicados nas
pontas dos dedos em diferentes doses contaminantes do indculo inicial puro (10°) e suas
diluicdes 10™ a 10"® é mostrada na Tabela 2 e nas Figuras 1 a 8. Os resultados obtidos com a
técnica dos tubos com pérolas mostraram que a recuperacdo das células vidveis dos
microrganismos testes variou de acordo com a espécie microbiana e a dose contaminante
utilizada. A aplicacdo de 10 uL do in6culo puro resultou nas seguintes taxas de recuperacéo
dos microrganismos testes: 72% (C. albicans ATCC 90028); 66% (K. pneumoniae ATCC
700603); 63% (S. aureus ATCC 33951); 52% (P. aeruginosa ATCC 27853); 45% (E. coli
DSM 11250); 39% (S. marcescens ATCC 14756); 31% (A. baumannii ATCC 19606) e 15%
(E. faecalis ATCC 51299).
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Conforme evidenciado na Tabela 2, a técnica de pressao e deslizamento dos dedos na
superficie de &gar nutriente, quando comparada a técnica dos tubos com pérolas, mostrou
crescimento de col6nias confluentes para doses contaminantes de 10ul do inéculo puro que
variaram de 1.800.000 UFC/dedo (C. albicans ATCC 90028) a 33 milhdes de UFC/dedo (P
aeruginosa ATCC 27853), sendo encontrada em media de 10 milhdes de UFC/dedo para os
microrganismos testados. O crescimento de colbnias semiconfluentes foi relacionado a uma
dose contaminante média de 130.000 UFC/dedo, com varia¢gdes de 15.000 UFC/dedo (E.
faecalis ATCC 51299) a 330.000 UFC/dedo (P. aeruginosa ATCC 27853). No caso do
crescimento de colonias isoladas (i.e., que possibilitaram a contagem), a técnica de
deslizamento detectou doses contaminantes que variaram de 15 UFC/dedo (E. faecalis ATCC
51299) a 27.000 UFC/dedo (S. aureus ATCC 33591) e uma dose média de 6.000 UFC/dedo
(Tabela 2).

A técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente detectou
niveis muito baixos de contaminacdo das mdos com 0s microrganismos testes (Tabela 2). Na
dose contaminante do inéculo diluido a 10 a técnica de deslizamento versus (vs) a técnica
dos tubos com pérolas, mostrou crescimento de coldnias que variou de 1 UFC/dedo vs 13
UFC/dedo (C. albicans ATCC 90028) até 14 UFC/dedo vs 170 UFC/dedo (P. aeruginosa
ATCC 27853). Na dose contaminante do inéculo diluido a 10°® a variacéo das col6nias foi de
1,2 UFC/dedo vs 19 UFC/dedo (K. pneumoniae ATCC 700603) até 5 UFC/dedo vs 20
UFC/dedo (S. aureus ATCC 33591). Nesta dose contaminante (i.e., 10°°) observou-se ainda
que as amostras de E. coli DSM 11250 e S. marcescens ATCC 14759 ndo foram recuperados
pela técnica dos tubos com pérolas, mas foram detectadas pela técnica de deslizamento,

evidenciando-se, respectivamente, 2,3 e 1,4 UFC/dedo.

EXPERIMENTO 2

Os resultados das contagens de viaveis selecionadas a partir das diluicdes 102 a 10°.
dos indculos dos microrganismos testes que nao apresentaram crescimento confluente ou
semiconfluente de colbnias na técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de
agar nutriente sdo apresentados nas Tabelas 3 a 10. O nimero de testes e o total de contagens
selecionadas para cada microrganismo teste foram de, respectivamente, cinco e 73 para S.

aureus (Tabela 3); trés e 50 para E. faecalis (Tabela 4); sete e 50 para E. coli (Tabela 5);
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quatro e 47 para K. pneumoniae (Tabela 6); quatro e 56 para S. marcescens (Tabela 7); quatro
e 76 para A. baumannii (Tabela 8); quatro e 57 para P. aeruginosa Tabela 9); trés e 63 para C.
albicans (Tabela 10). Os testes foram realizados em dias diferentes e sempre que possivel

foram ensaiados de trés a quatro individuos do grupo de 10 voluntérios.

Conforme mostrado nas Tabelas 3 a 10, a densidade média (+ DP) do in6culo 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), 8,79+0,15 (E. faecalis); 9,32+0,11 (E. coli);
9,16+0,05 (K. pneumoniae); 9,45+0,10 (S. marcescens); 8,36+0,16 (A. baumannii); 9,46+0,11
(P. aeruginosa) e 8,02+0,10 (C. albicans).

No experimento 2, a média (+DP) da dose estimada para a contaminacdo das maos dos
voluntarios, expressa pelo logio das unidades formadoras de colnias por ponta de dedo
(UFC/dedo), para cada microrganismo teste foi de: 7,14+0,38 (S. aureus), 6,79+0,15 (E.
faecalis); 7,32+0,11 (E. coli); 7,16+£0,05 (K. pneumoniae); 7,45+0,10 (S. marcescens);
6,36+0,16 (A. baumannii); 7,46+0,11 (P. aeruginosa) e 6,02+0,10 (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 29 milhdes
(Pseudomonas aeruginosa). Em média, os dedos contaminados com o inéculo puro (em torno
de 9 milhGes de UFC) e diluido 1:10 (cerca de 900.000 UFC) resultaram, respectivamente, em
crescimento confluente e semiconfluente na técnica de presséo e deslizamento dos dedos na

superficie de agar nutriente (Figuras 1 a 8).

Houve correlacdo entre a técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de
agar nutriente (método proposto) e a técnica dos tubos com pérolas (método de referéncia)
para o estudo da microbiota transitéria das méos, sendo encontrados os seguintes coeficientes
de correlagdo de Spearman (rho) para 0s microrganismos testados: Staphylococcus aureus =
0,90; Enterococcus faecalis = 0,93; Escherichia coli = 0,56; Klebsiella pneumoniae = 0,89;
Serratia marcescens = 0,94; Acinetobacter baumannii = 0,95; Pseudomonas aeruginosa =
0,54 e Candida albicans = 0,74.



Tabela 1. Comparacao das contagens de viaveis dos indculos dos microrganismos testes cultivados nos meios com
e sem antibiGticos™: Teste t de Student da media do Logs, das unidades formadoras de colonias das contagens de

viaveis? dos microrganismos testes.

Microrganismo teste Meio sem antibidtico Meio com antibi6tico Valor de P
Staphylococcus aureus 9,3825+0,04 9,4125+0,08 0,6217
ATCC 33591

Enterococcus faecalis 9,2075+0,10 9,1675+0,05 0,5705
ATCC 51299

Klebsiella pneumoniae 9,4625+0,04 9,4500+0,05) 0,7842
ATCC 700603

Serratia marcescens 9,3125+0,07 9,4325+0,03 0,4270
ATCC 14756

Acinetobacter baumannii 8,5875+0,02 8,5800+0,04 0,7919
ATCC 19606

Pseudomonas aeruginosa 9,5150+0,09 9,5150+0,06 1,0000
ATCC 27853

Candida albicans 8,2475+0,05 8,2400+0,04 0,8453
ATCC 90028

1. Agar tripticaseina soja adicionado de 4ug/mL de vancomicina para E. faecalis ATCC 51299; Agar Sabouraud Glicose
contendo 50 pg/mL de cloranfenicol para C. albicans e &gar tripticaseina soja com 4ug/mL de oxacilina sddica para 0s
microrganismos testes restantes, com excec¢do de E. coli DSM 11250; 2. Média de quatro contagens realizadas em triplicata.
N&o significante para P > 0,05.
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Tabela 2. Comparagdo das técnicas dos tubos com pérolas e do deslizamento na recuperacdo’ dos
microrganismos testes aplicados em diferentes doses contaminantes nas pontas dos dedos dos voluntarios

testados, expressos em unidades formadoras de colénias por dedo (UFC/dedo).

Microrganismo teste Dose contaminante? Tubos com pérolas® Deslizamento*
UFC/dedo UFC/dedo UFC/dedo
Staphylococcus aureus 27.000.000 17.000.000 Confluente
ATCC 33591 2.700.000 170.000 Confluente
270.000 3.500 Semiconfluente
27.000 1.500 140
2.700 550 58
270 100 14
27 20 5
Enterococcus faecalis 15.000.000 2.300.000 Confluente
ATCC 51299 1.500.000 1.000.000 Confluente
150.000 120.000 Confluente
15.000 9.800 Semiconfluente
1.500 900 107
150 51 13
15 14 2,3
Escherichia coli 22.000.000 10.000.000 Confluente
DSM 11250 2.200.000 1.000.000 Confluente
220.000 97.000 Confluente
22.000 1.800 Semiconfluente
2.200 590 107
220 85 13
22 -5 2,3
Klebsiella pneumoniae 29.000.000 19.000.000 Confluente
ATCC 700603 2.900.000 1.900.000 Confluente
290.000 240.000 Confluente
29.000 18.000 Semiconfluente
2.900 1500 31
290 140 5,4
29 19 1,2
Serratia marcescens 28.000.000 11.000.000 Confluente
ATCC 14756 2.800.000 160.000 Confluente
280.000 14.000 Semiconfluente
28.000 2.300 Semiconfluente
2.800 109 21
280 38 6,8
28 -5 1,4
Acinetobacter baumannii 3.900.000 1.200.000 Confluente
ATCC 19606 390.000 84.000 Confluente
39.000 12.000 Semiconfluente
3.900 2.500 143
390 190 35
39 34 9,6
3,9 _5 5
Pseudomonas aeruginosa  33.000.000 17.000.000 Confluente
ATCC 27853 3.300.000 1.600.000 Confluente
330.000 91.000 Semiconfluente
33.000 4.100 Semiconfluente
3.300 990 52
330 170 14

33 16 3
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Microrganismo teste

Dose contaminante?

Tubos com pérolas®

Deslizamento*

UFC/dedo UFC/dedo UFC/dedo

Candida albicans 1.800.000 1.300.000 Confluente

ATCC 90028 180.000 110.000 Confluente
18.000 11.000 Semiconfluente
1.800 1.400 79
180 88 11
18 13 1
1,8 = -

1. Agar tripticaseina soja adicionado de 4ug/mL de vancomicina para Enterococcus faecalis ATCC 51299;

w N

Agar Sabouraud Glicose contendo 50 ug/mL de cloranfenicol para Candida albicans e &gar tripticaseina soja
com 4ug/mL de oxacilina sodica para 0os microrganismos testes restantes com exce¢do de Escherichia coli

DSM 11250.

. Média das contagens de quatro determinagdes realizadas em triplicata. Aplicacéo de 10uL/dedo.
. Média das contagens de 10 determinacGes realizadas em triplicata.
. Técnica de pressao e deslizamento dos dedos na superficie de &gar nutriente. Média de 10 deslizamentos. O

crescimento de colbnias juntas (confluente) ou muito préximas (semiconfluente) impossibilitou a contagem

das coldnias (UFC).

. Nao houve crescimento de col6nias.
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Tabela 3. Contagem de viaveis' do microrganismo teste Staphylococcus aureus ATCC 33951, recuperado das
pontas dos dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressdo e deslizamento em superficie de
agar nutriente, expresso pelo log,o de unidades formadoras de col6nias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario In6culo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
U(Egé m)L dolnéeulo Dedo Contagem Dedo Contagem
10

12/02/14 A 8,38 10° InE 2,80 InD 1,78
AnE 2,46 AnD 1,55

14/03/14 B 9,36 107 PoE 3,90 PoD 2,87
InE 3,63 InD 2,81

MeE 3,70 MeD 2,91

AnE 3,67 And 2,74

B 9,36 107 PoE 3,90 PoD 2,87
InE 3,51 InD 2,50

MeE 3,61 Med 2,93

AnE 3,41 AnD 2,70

MiE 3,65 MiD 2,54

21/03/14 A 9,31 10 PoE 3,38 PoD 2,64
InE 3,30 InD 2,47

MeE 3,47 MeD 3,17

AnE 3,42 AnD 3,00

MiE 3,42 MiD 2,96

B 9,31 107°° PoE 3,63 PoD 2,61
InE 3,64 InD 2,62

MeE 3,62 MeD 2,77

AnE 3,57 AnD 2,71

MiIE 3,39 MiD 2,77

B 9,31 10* PoE 2,87 PoD 1,67
InE 2,71 InD 1,74

MeE 3,05 Med 1,93

AnE 2,90 AnD 1,69

MiE 2,83 MiD 1,65

C 9,31 10* PoE 2,14 PoD 1,30
InE 2,38 InD 1,59

MeE 2,35 MeD 1,67

AnE 2,26 AnD 1,54

MiE 2,09 MiD 1,57

25/03/14 C 9,41 10" PoE 2,33 PoD 1,38
InE 1,97 InD 1,43

MeE 1,69 MeD 1,70

AnE 1,65 AnD 1,50

MiE 1,74 MiD 1,62

C 9,41 10* PoE 1,60 PoD 1,20
InE 1,97 InD 1,14

MeE 1,87 MeD 1,43

AnE 2,00 AnD 1,39

MiE 2,04 MiD 1,25

B 9,41 10" PoE 2,13 PoD 1,11
InE 2,19 InD 1,54

MeE 2,47 MeD 1,55

AnE 2,19 AnD 1,50

MiE 2,33 MiD 1,57

B 9,41 10 PoE 2,21 PoD 1,17
InE 2,34 InD 1,34

MeE 2,42 MeD 1,70

AnE 2,48 AnD 1,71

MiIE 2,36 MiD 1,43
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... | Continuacdo Tabela 3.

Data Voluntario In6culo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
UFC/mL  doindculo Dedo Contagem Dedo Contagem
(Log1o)

27/03/14 B 9,24 10 PoE 3,74 PoD 2,85
InE 3,47 InD 2,50

MeE 3,53 MeD 2,45

AnE 3,49 AnD 2,30

MiIE 3,58 MiD 2,54

B 9,24 10 PoE 3,33 PoD 2,23
InE 3,52 InD 2,44

MeE 3,35 MeD 2,49

AnE 3,17 AnD 2,99

MiIE 3,50 MiD 2,43

C 9,24 10 PoE 3,61 PoD 2,39
InE 3,63 InD 2,55

MeE 3,58 MeD 2,57

AnE 3,76 AnD 2,59

MiIE 3,49 MiD 2,66

A 9,24 107 PoE 3,04 PoD 2,27
InE 2,95 InD 2,37

MeE 2,80 MeD 2,17

AnE 3,02 AnD 2,20

MiIE 3,09 MiD 2,04

1. Realizadas a partir das diluicBes do indculo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das
colbnias na técnica de presséo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=71).
Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Tabela 4. Contagem de viaveis' do microrganismo teste Enterococcus faecalis ATCC 29212, recuperado das
pontas dos dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressdo e deslizamento em superficie de
agar nutriente, expresso pelo log,o de unidades formadoras de col6nias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario Inéculo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
L{% m)L doInoculo Dedo Contagem Dedo Contagem
10

10/10/14 C 8,85 10° PoE 2,88 PoD 2,06
InE 2,77 InD 1,99

MeE 2,85 MeD 2,04

AnE 2,77 AnD 2,00

MiE 2,81 MiD 1,01

D 8,85 10° PoE 2,42 PoD 1,70
InE 2,60 InD 1,83

MeE 2,49 MeD 1,77

AnE 2,57 AnD 1,76

MiE 2,06 MiD 1,10

E 8,85 10* PoE 2,11 PoD 1,34
InE 2,04 InD 1,07

MeE 2,19 MeD 1,14

AnE 2,20 AnD 1,41

MiE 2,30 MiD 1,27

B 8,85 10" PoE 2,56 PoD 1,93
InE 2,74 InD 2,02

MeE 2,60 MeD 1,86

AnE 2,45 AnD 1,62

MiE 2,35 MiD 1,71

22/10/14 C 8,96 107 PoE 2,78 PoD 1,99
InE 2,75 InD 1,01

MeE 2,68 MeD 1,01

AnE 2,91 AnD 2,20

MiE 2,83 MiD 2,07

E 8,96 10 PoE 2,68 PoD 2,06
InE 2,49 InD 1,63

MeE 2,61 MeD 1,80

AnE 2,50 AnD 1,77

MiE 2,56 MiD 1,73

B 8,96 10" PoE 3,08 PoD 2,32
MeE 2,54 MeE 2,04

D 8,96 10" PoE 2,35 PoD 1,54
InE 2,32 InD 1,38

MeE 1,90 MeD 0,06

AnE 2,51 AnD 1,66

MiE 2,00 MiD 0,04

25/10/14 E 8,58 10 PoE 2,17 PoD 1,11
AnE 1,69 AnD 1,04

B 8,58 10 PoE 2,09 PoD 1,04
C 8,58 10° PoE 2,73 PoD 2,00
InE 2,72 InD 1,93

MeE 2,79 MeD 2,05

AnE 2,69 AnD 1,98

MiE 2,67 MiD 1,01

D 8,58 10™ PoE 2,36 PoD 1,60
InE 2,27 InD 1,57

MeE 2,25 MeD 1,62

AnE 2,24 AnD 1,59

MiE 2,27 MiD 1,72

1. Realizadas a partir das diluicbes do in6culo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das
coldnias na técnica de pressao e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=50).
Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Tabela 5. Contagem de viaveis® do microrganismo teste Escherichia coli DSM 11250, recuperado das pontas
dos dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressdo e deslizamento em superficie de agar
nutriente, expresso pelo log,, de unidades formadoras de coldnias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario In6culo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
UFC/mL  dolndculo Dedo Contagem Dedo Contagem
(Log10)

24/05/13 A 9,30 10* PoE 3,47 PoD 2,38

InE 3,54 InD 2,60

MeE 3,30 MeD 2,72

AnE 3,38 AnD 1,01

MiE 3,63 MiD 1,01

10° PoE 2,39 PoD 1,74

03/10/13 A 9,22 10° PoE 4,17 PoD 2,87

InE 4,27 InD 2,47

AnE 4,25 AnD 2,85

MiE 3,81 MiD 2,41

10 MiE 2,77 MiD 1,34

10° ANnE 2,23 AnD 1,63

04/10/13 A 9,35 10* INE 3,36 InD 1,72

MeE 2,92 MeD 2,27

AnE 3,07 AnD 2,32

MiE 3,69 Mid 2,36

10° PoE 2,36 PoD 1,20

05/10/13 C 9,30 10 PoE 2,23 PoD 1,62

InE 2,23 InD 1,61

MeE 2,14 MeD 1,86

AnE 2,85 AnD 1,77

MiE 2,78 MiD 1,41

09/10/13 F 9,42 10 PoE 3,46 PoD 2,30

InE 3,38 InD 2,59

MeE 3,34 MeD 2,61

AnE 3,36 AnD 2,57

MiE 3,34 MiD 2,54

10* PoE 3,27 PoD 2,47

InE 3,36 InD 2,51

MeE 3,27 MeD 2,53

MiE 3,47 MiD 2,50

23/10/13 F 9,15 10* PoE 3,04 PoD 2,20

InE 2,65 InD 1,00

MeE 2,69 MeD 2,27

AnE 2,76 AnD 2,04

MiE 3,25 MiD 2,34

A 9,15 10" MeE 3,14 MeD 1,94

25/10/13 F 9,51 10™ PoE 3,32 PoD 2,23

MeE 3,55 MeD 2,14

AnE 3,53 AnD 2,20

MiE 3,46 MiD 2,56

B 9,51 10™ PoE 2,56 PoD 1,00

InE 3,38 InD 1,67

MeE 3,39 MeD 1,74

AnE 3,43 AnD 1,83

MiE 3,17 MiD 2,07

A 9,51 10™ PoE 3,23 PoD 1,71

MeE 2,27 MeD 1,74

AnE 1,00 AnD 1,17

MiE 2,11 MiD 1,17

1. Realizadas a partir das diluicGes do indculo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das
coldnias na técnica de presséo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=50).
Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Tabela 6. Contagem de viaveis® do microrganismo teste Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, recuperado das
pontas dos dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressdo e deslizamento em superficie de
agar nutriente, expresso pelo log,o de unidades formadoras de col6nias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario Inéculo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
UFC/mL  doin6culo
(Logso) Dedo Contagem Dedo Contagem
04/04/14 B 9,14 10* PoE 3,51 PoD 2,79
InE 3,06 InD 2,04
MeE 3,34 MeD 2,47
AnE 3,14 AnD 2,04
MiIE 3,38 MiD 2,26
B 9,14 10* PoE 3,67 PoD 2,43
InE 3,59 InD 2,01
MeE 3,39 MeD 2,33
AnE 3,27 AnD 2,57
MIE 3,09 MiD 2,33
C 9,14 10* INE 2,19 InD 1,73
MeE 2,21 MeD 1,86
AnE 2,11 AnD 1,64
MIE 2,14 MiD 1,41
10/04/2014 C 9,15 10* PoE 2,21 PoD 1,20
INE 1,65 InD 1,32
MeE 1,90 MeD 1,47
AnE 1,77 AnD 1,38
MIE 1,17 MiD 1,07
C 9,15 10" MeE 1,00 MeD 1,14
MIE 1,17 MiD 1,25
G 9,15 10" PoE 3,24 PoD 1,53
INE 3,71 InD 1,97
MeE 3,84 MeD 1,91
G 9,15 10° PoE 2,25 PoD 0,95
INE 2,20 InD 1,04
MeE 2,60 MeD 1,51
AnE 3,05 AnD 1,51
MIE 1,95 MiD 1,14
11/04/14 G 9,24 10%° INE 3,14 InD 1,92
MeE 3,54 MeD 2,49
AnE 3,27 AnD 2,39
MIE 3,46 MiD 2,47
B 9,24 10™ INE 3,03 InD 2,09
MeE 2,86 MeD 1,96
C 9,24 10°°° MeE 2,27 MeD 1,36
AnE 2,48 AnD 1,54
MIE 1,81 MiD 1,17
02/05/14 B 9,10 10™ PoE 2,92 PoD 1,81
INE 2,69 InD 1,69
MeE 2,91 MeD 1,86
AnE 2,79 AnD 1,86
MIE 2,74 MiD 1,49
B 9,10 10™ PoE 2,60 PoD 1,74
INE 2,00 InD 1,23
MeE 2,43 MeD 1,39
C 9,10 10” InE 1,30 InD 0,77

1. Realizadas a partir das diluicdes do inéculo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das
coldnias na técnica de pressao e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=47).
Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Tabela 7. Contagem de viaveis' do microrganismo teste S. marcescens ATCC 14756, recuperado das pontas dos
dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressao e deslizamento em superficie de agar nutriente,
expresso pelo log;, de unidades formadoras de coldnias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario InéculoUF  Diluicao Tubos com pérolas Deslizamento em agar
C/mL do in6culo
(Logso) Dedo Contagem Dedo Contagem

17/07/14 C 9,30 10° PoE 1,60 PoD 0,90
INE 1,65 InD 1,00

MeE 1,81 MeD 1,14

AnE 1,30 AnD 0,77

MIE 1,17 MiD 0,77

B 9,30 10* PoE 2,94 PoD 2,32
INE 2,17 InD 1,46

MeE 2,29 MeD 1,65

AnE 2.06 AnD 1,39

MiIE 1,00 MiD 0,69

06/08/14 C 9,48 10° PoE 2,90 PoD 2,25
InE 2,62 InD 1,99

MeE 2,41 MeD 1,74

AnE 2,73 AnD 2,14

MIE 2,46 MiD 1,92

D 9,48 10" PoE 2,30 PoD 1,43
InE 2,39 InD 1,74

MeE 2,45 MeD 1,82

AnE 2,71 AnD 1,62

MIE 2,43 MiD 1,83

B 9,48 10* PoE 3,18 PoD 1,90
InE 2,68 InD 2,15

MeE 2,85 MeD 2,07

AnE 3,00 AnD 2,24

MIE 3,04 MiD 1,74

14/08/14 C 9,46 10° PoE 2,92 PoD 2,07
INE 2,82 InD 1,83

MeE 2,79 MeD 2,07

AnE 2,93 AnD 2,20

MiIE 2,38 MiD 1,71

G 9,46 10" PoE 2,19 PoD 1,07
INE 2,97 InD 1,70

MeE 3,10 MeD 1,81

AnE 3,08 AnD 1,69

MiIE 3,00 MiD 1,76

B 9,46 10 PoE 3,48 PoD 2,51
InE 3,34 InD 2,06

MeE 2,81 MeD 1,56

AnE 3,31 AnD 2,39

MIE 3,17 MiD 1,95

27/08/14 C 9,58 10° PoE 2,77 PoD 1,94
INE 2,06 InD 1,25

MeE 2,36 MeD 1,54

AnE 2,29 AnD 1,54

MIE 2,88 MiD 1,95

B 9,58 10™ INE 2,37 InD 1,39
MeE 2,31 MeD 1,44

AnE 1,90 AnD 0,95

MIE 2,49 MiD 1,47
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... | Continuacdo Tabela 7

Data Voluntario In6culo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
UFC/mL  doindculo
(Log1o) Dedo Contagem Dedo Contagem
27/08/14 D 9,58 10* PoE 2,96 PoD 2,10
InE 3,30 InD 1,92
MeE 3,22 MeD 2,07
AnE 3,34 AnD 2,06
MiIE 3,02 MiD 2,00
E 9,58 10™ InE 1,00 InD 0,30
MiE 1,47 MiD 0,47

1. Realizadas a partir das diluicbes do in6culo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das
coldnias na técnica de pressédo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=56).
Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Tabela 8 Contagem de viaveis' do microrganismo teste Acinetobacter baumannii ATCC 19606, recuperado das
pontas dos dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressdo e deslizamento em superficie de
agar nutriente, expresso pelo log,o de unidades formadoras de col6nias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario Inéculo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
UFC/mL  doin6culo
(Logso) Dedo Contagem Dedo Contagem

09/07/14 E 8,51 10* PoE 2,50 PoD 1,88
B 8,51 10" PoE 2,39 PoD 1,89
InE 2,14 InD 1,74

MeE 2,02 MeD 1,23

AnE 2,16 AnD 1,99

MiIE 2,02 MiD 1,70

D 8,51 10* PoE 2,55 PoD 1,20
InE 1,90 InD 1,81

MeE 2,38 MeD 0,84

AnE 1,47 AnD 1,17

MIE 2,53 MiD 1,11

C 8,51 10° PoE 2,33 PoD 1,73
InE 1,90 InD 1,41

MeE 1,87 MeD 1,39

AnE 1,90 AnD 1,46

MIE 1,92 MiD 1,27

B 8,51 10* PoE 2,51 PoD 1,91
INE 2,47 InD 1,93

MeE 0,69 MeD 0,30

AnE 2,19 AnD 1,74

MIE 1,39 MiD 1,07

10/07/14 D 8,47 10° PoE 3,30 PoD 2,62
INE 2,88 InD 1,59

MeE 3,11 MeD 2,24

AnE 2,80 AnD 1,98

MIE 2,99 MiD 2,16

C 8,47 107 PoE 2,26 PoD 1,67
InE 2,09 InD 1,20

MeE 1,00 MeD 0,77

AnE 1,17 AnD 0,95

MIE 1,39 MiD 1,00

G 8,47 107 PoE 1,60 PoD 0,90
INE 1,81 InD 0,84

MeE 2,84 MeD 2,10

AnE 3,01 AnD 2,19

MiIE 2,84 MiD 2,05

B 8,47 10" PoE 3,08 PoD 2,34
INE 2,95 InD 1,95

MeE 2,43 MeD 1,82

AnE 2,66 AnD 2,06

MIE 2,20 MiD 1,67

11/07/14 D 8,38 107° PoE 2,27 PoD 1,36
InE 1,39 InD 0,95

MeE 1,60 MeD 0,77

AnE 1,54 AnD 0,84

MIE 1,39 MiD 0,77

G 8,38 10°° PoE 1,65 PoD 1,04
InE 1,39 InD 0,84

MeE 1,60 MeD 1,00

AnE 0,69 AnD 0,00

MIE 1,17 MiD 0,47
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Data Voluntario In6culo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
UFC/mL  doinéculo
(Logso) Dedo Contagem Dedo Contagem

11/07/14 C 8,38 10 PoE 1,30 PoD 0,69
InE 1,30 InD 0,77

MeE 1,54 MeD 0,90

AnE 1,60 AnD 0,95

MIE 1,39 MiD 0,77

B 8,38 10™ PoE 2,31 PoD 1,79

InE 2,19 InD 1,68

MeE 2,25 MeD 1,69

AnE 2,56 AnD 2,03

MIE 2,39 MiD 1,77

16/07/14 C 8,09 107 PoE 2,52 PoD 1,81
InE 2,38 InD 1,79

MeE 2,50 MeD 1,90

AnE 2,21 AnD 1,74

MiIE 2,51 MiD 1,88

D 8,09 10° PoE 2,57 PoD 1,73

InE 2,04 InD 1,54

MeE 1,81 MeD 1,38

AnE 1,95 AnD 1,59

MiIE 1,97 MiD 1,36

E 8,09 107 PoE 2,50 PoD 1,76

InE 2,30 InD 1,34

MeE 2,27 MeD 1,41

AnE 1,77 AnD 1,00

MIE 2,00 MiD 1,30

1. Realizadas a partir das diluicBes do indculo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das

colbnias na técnica de presséo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=76).

Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Tabela 9 Contagem de viaveis' do microrganismo teste Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, recuperado das
pontas dos dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressdo e deslizamento em superficie de
agar nutriente, expresso pelo log,o de unidades formadoras de col6nias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario Inéculo Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
UFC/mL  doin6culo
(Logso) Dedo Contagem Dedo Contagem

29/05/14 C 9,62 10* AnE 1,39 AnD 0,77
B 9,62 10" PoE 3,08 PoD 2,36

InE 2,25 InD 1,14

MeE 3,12 MeD 1,63

AnE 3,34 AnD 1,39

MiIE 2,95 MiD 1,56

B 9,62 10* PoE 2,88 PoD 1,41

InE 2,93 InD 1,61

MeE 3,08 MeD 1,96

AnE 3,24 AnD 1,32

MIE 2,97 MiD 1,54

03/06/14 E 9,56 10* PoE 3,01 PoD 1,97
INE 2,65 InD 1,20

MeE 2,07 MeD 1,49

AnE 3,00 AnD 2,00

MIE 3,02 MiD 1,99

B 9,56 10* PoE 3,09 PoD 1,96

INE 2,41 InD 2,01

MeE 2,30 MeD 2,33

AnE 2,61 AnD 1,39

MIE 3,04 MiD 1,72

C 9,56 107 InE 2,31 InD 1,46

MeE 2,09 MeD 1,49

AnE 1,84 AnD 1,00

05/06/14 A 9,41 10” PoE 2,27 PoD 1,68
INE 2,16 InD 1,78

MeE 2,82 MeD 2,10

AnE 2,25 AnD 2,02

MIE 1,97 MiD 1,91

C 9,41 10° MeE 2,02 MeD 1,94

AnE 1,69 AnD 0,90

B 9,41 10* PoE 3,02 PoD 1,85

MeE 1,69 MeD 0,60

MIE 2,40 MiD 1,72

D 9,41 10* PoE 2,39 PoD 1,83

MeE 2,24 MeD 1,97

10/06/14 A 9,42 10° AnE 1,90 AnD 2,04
MIE 1,54 MiD 1,63

B 9,42 10* PoE 2,29 PoD 2,42

INE 2,42 InD 2,70

E 9,42 10* PoE 2,37 PoD 1,47

AnE 2,45 AnD 1,73

D 9,42 10™ PoE 2,51 PoD 2,06

MeE 2,47 MeD 2,04

AnE 2,44 AnD 2,02

MIE 2,46 MiD 1,88
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... | Continuacdo Tabela 9

Data Voluntario In6culoUF  Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
C/mL doinéculo
(Log1o) Dedo Contagem Dedo Contagem
13/06/14 B 9,29 10* InE 3,01 InD 0,34
A 9,29 10° PoE 2,06 PoD 1,04
InE 1,65 InD 0,84
MeE 2,19 MeD 1,32
AnE 1,77 AnD 0,90
MiIE 2,27 MiD 1,73
E 9,29 10 PoE 2,32 PoD 1,44
InE 1,74 InD 1,17
MeE 1,60 MeD 0,95
AnE 2,25 AnD 1,43
MiIE 1,30 MiD 0,47

1. Realizadas a partir das diluicBes do indculo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das
colbnias na técnica de presséo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=57).
Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Tabela 10. Contagem de viaveis' do microrganismo teste Candida albicans ATCC 90028, recuperado das
pontas dos dedos pelo emprego das técnicas dos tubos com pérolas e pressdo e deslizamento em superficie de
agar nutriente, expresso pelo log,o de unidades formadoras de col6nias por ponta de dedo (UFC/dedo).

Data Voluntario InéculoUF  Diluicao Tubos com pérolas Deslizamento em agar
C/mL do in6culo
(Logso) Dedo Contagem Dedo Contagem

01/07/14 C 8,17 10° PoE 2,64 PoD 1,78
INE 2,69 InD 1,83

MeE 2,73 MeD 2,02

AnE 2,41 AnD 1,73

MIE 2,62 MiD 2,16

B 8,17 10" PoE 2,39 PoD 1,89
INE 2,14 InD 1,74

MeE 2,02 MeD 1,23

AnE 2,16 AnD 1,99

MiIE 2,02 MiD 1,70

G 8,17 10* PoE 2,23 PoD 1,38
INE 2,19 InD 1,50

MeE 2,24 MeD 1,44

AnE 2,35 AnD 1,89

MIE 2,16 MiD 1,39

D 8,17 10" PoE 2,21 PoD 1,38
INE 2,06 InD 1,34

MeE 2,24 MeD 1,14

AnE 2,42 AnD 1,63

MIE 2,30 MiD 1,30

02/07/14 B 7,95 10* PoE 2,29 PoD 1,63
INE 2,21 InD 1,59

MeE 2,16 MeD 1,43

AnE 2,20 AnD 1,57

MIE 2,09 MiD 1,43

E 7,95 10 PoE 2,24 PoD 1,56
INE 1,97 InD 0,60

MeE 1,95 MeD 1,04

AnE 2,02 AnD 1,23

MiIE 1,92 MiD 0,95

A 7,95 10° PoE 1,30 PoD 0,69
INE 1,74 InD 1,11

MeE 1,54 MeD 1,04

AnE 1,47 AnD 1,00

MIE 1,30 MiD 0,90

C 7,95 107 PoE 2,53 PoD 1,77
INE 2,16 InD 1,39

MeE 2,34 MeD 1,50

AnE 2,51 AnD 1,39

MIE 2,77 MiD 1,80

C 7,95 10° PoE 2,75 PoD 1,92
INE 2,44 InD 2,00

MeE 2,21 MeD 1,91

AnE 2,21 AnD 2,14

MIE 2,25 MiD 1,83
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... | Continuacdo Tabela 10

Data Voluntario In6culoUF  Diluicéo Tubos com pérolas Deslizamento em agar
C/mL doinéculo
(Logso) Dedo Contagem Dedo Contagem

03/07/14 C 7,95 10° InE 2,97 InD 1,81
MeE 2,93 MeD 1,99

AnE 2,97 AnD 2,09

MIE 3,00 MiD 1,86

G 7,95 10* InE 1,95 InD 1,23
MeE 1,90 MeD 1,65

AnE 2,09 AnD 1,54

MIE 2,00 MiD 1,43

B 7,95 10* PoE 2,13 PoD 1,38
InE 1,97 InD 1,69

MeE 2,16 MeD 1,47

AnE 2,00 AnD 1,43

MIE 2,14 MiD 1,20

D 7,95 10™ PoE 2,63 PoD 1,25
InE 1,84 InD 1,36

MeE 1,90 MeD 1,69

AnE 2,31 AnD 1,66

MiIE 1,92 MiD 1,46

1. Realizadas a partir das diluicbes do in6culo do microrganismo teste que ndo apresentaram crescimento confluente das
coldnias na técnica de pressao e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (N=63).
Dedos: Po (polegar), Me (médio), An (anular), Mi (minimo), E (esquerdo), D (direito).
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Figura 1. Microrganismo teste: Staphylococcus aureus ATCC 33591. Recuperagdo pela técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na
superficie de agar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 27 milhGes de UFC/dedo e recuperacao de 17
milhGes de UFC/dedo pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 270.000
UFC/dedo e recuperacdao de 3.500 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento semiconfluente, dose contaminante de 27.000
UFC/dedo e recuperagdo de 1.500 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 48 UFC/dedo, dose contaminante de 2.700
UFC/dedo e recuperacao de 550 UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 11 UFC/dedo, dose contaminante de 270 UFC/dedo e
recuperacdo de 100 UFC/dedo pelo método de referéncia; F, Crescimento de 7 UFC/dedo, dose contaminante de 27 UFC/dedo e recuperacédo de
20 UFC/dedo pelo método de referéncia.

Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢&o da técnica de amostragem no texto.
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Figura 2. Microrganismo teste: Enterococcus faecalis ATCC 51299. Recuperacdo pela técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie
de agar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 15 milhGes de UFC/dedo e recuperacdo de 2,3 milhdes de
UFC/dedo pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 150.000 UFC/dedo e
recuperacdo de 120.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento confluente, dose contaminante de 15.000 UFC/dedo e recuperacao
de 9.800 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 140 UFC/dedo, dose contaminante de 1.500 UFC/dedo e recuperacdo de 900
UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 11 UFC/dedo, dose contaminante de 150 UFC/dedo e recuperacdo de 51 UFC/dedo
pelo método de referéncia; F, Crescimento de 0,8 UFC/dedo, dose contaminante de 15 UFC/dedo e recuperacdo de 14 UFC/dedo pelo método de
referéncia.

Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢&o da técnica de amostragem no texto.
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Figura 3. Microrganismo teste: Escherichia coli DSM 11250. Recuperagéo pela técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de
agar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 22 milhdes de UFC/dedo e recuperacdo de 10 milhdes de
UFC/dedo pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 220.000 UFC/dedo e
recuperacdo de 97.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento confluente, dose contaminante de 22.000 UFC/dedo e recuperacéao
de 1.800 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 120 UFC/dedo, dose contaminante de 2.200 UFC/dedo e recuperacdo de 590
UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 45 UFC/dedo, dose contaminante de 220 UFC/dedo e recuperacdo de 85 UFC/dedo
pelo método de referéncia; F, Crescimento de 6 UFC/dedo, dose contaminante de 22 UFC/dedo, sem recuperagdo pelo método de referéncia.
Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢do da técnica de amostragem no texto.
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Figura 4. Microrganismo teste: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. Recuperagdo pela técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na
superficie de agar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 29 milhdes de UFC/dedo e recuperacao de 19
milhdes de UFC/dedo pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 290.000
UFC/dedo e recuperacdo de 240.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento semiconfluente, dose contaminante de 29.000
UFC/dedo e recuperacdo de 18.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 70 UFC/dedo, dose contaminante de 2.900
UFC/dedo e recuperacdo de 1.500 UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 8,6 UFC/dedo, dose contaminante de 290 UFC/dedo
e recuperacao de 140 UFC/dedo pelo método de referéncia; F, Crescimento de 2 UFC/dedo, dose contaminante de 29 UFC/dedo e recuperacdo
de 19 UFC/dedo pelo método de referéncia.

Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢do da técnica de amostragem no texto.
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Figura 5. Microrganismo teste: Serratia marcescens ATCC 14756. Recuperac¢do pela técnica de pressao e deslizamento dos dedos na superficie
de agar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 28 milhdes de UFC/dedo e recuperacdo de 11 milhdes de
UFC/dedo pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 280.000 UFC/dedo e
recuperacdo de 14.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento semiconfluente, dose contaminante de 28.000 UFC/dedo e
recuperacdo de 2.300 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 87 UFC/dedo, dose contaminante de 2.800 UFC/dedo e
recuperacdo de 109 UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 15 UFC/dedo, dose contaminante de 280 UFC/dedo e recuperacao
de 38 UFC/dedo pelo método de referéncia; F, Crescimento de 12 UFC/dedo, dose contaminante de 280 UFC/dedo e recuperacdo de 38
UFC/dedo pelo método de referéncia.

Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢&o da técnica de amostragem no texto.
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Figura 6. Microrganismo teste: Acinetobacter baumannii ATCC 19606. Recuperacdo pela técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na
superficie de &gar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 3,9 milhdes de UFC/dedo e recuperacéo de 1,2
milhdes de UFC/dedo pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 390.000
UFC/dedo e recuperacdo de 84.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento semiconfluente, dose contaminante de 39.000
UFC/dedo e recuperacdo de 12.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 33 UFC/dedo, dose contaminante de 390 UFC/dedo
e recuperacdo de 190 UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 10 UFC/dedo, dose contaminante de 39 UFC/dedo e recuperacao
de 34 UFC/dedo pelo método de referéncia; F, Sem crescimento, dose contaminante de 3,9 UFC/dedo e sem recuperacdo pelo método de
referéncia.

Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢do da técnica de amostragem no texto.
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Figura 7. Microrganismo teste: Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853. Recuperacdo pela técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na
superficie de agar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 33 milhdes de UFC/dedo e recuperacao de 17
milhdes de UFC/dedo pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 330.000
UFC/dedo e recuperacao de 91.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento confluente, dose contaminante de 33.000 UFC/dedo e
recuperacdo de 4.100 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 37 UFC/dedo, dose contaminante de 3.300 UFC/dedo e
recuperacdo de 990 UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 22 UFC/dedo, dose contaminante de 330 UFC/dedo e recuperacéao
de 170 UFC/dedo pelo método de referéncia; F, Crescimento de 1,8 UFC/dedo, dose contaminante de 33 UFC/dedo e recuperacdo de 16
UFC/dedo pelo método de referéncia.

Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢do da técnica de amostragem no texto.
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Figura 8. Microrganismo teste: Candida albicans ATCC 90028. Recuperacao pela técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de
agar nutriente (método proposto). A, Crescimento confluente, dose contaminante de 1.800.000 UFC/dedo e recuperacédo de 1.300.000 UFC/dedo
pelo método de referéncia (técnica dos tubos com pérolas); B, Crescimento confluente, dose contaminante de 180.000 UFC/dedo e recuperacao
de 110.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; C, Crescimento semiconfluente, dose contaminante de 18.000 UFC/dedo e recuperacao de
11.000 UFC/dedo pelo método de referéncia; D, Crescimento de 100 UFC/dedo, dose contaminante de 1.800 UFC/dedo e recuperacdo de 1.400
UFC/dedo pelo método de referéncia; E, Crescimento de 10 UFC/dedo, dose contaminante de 180 UFC/dedo e recuperagdo de 88 UFC/dedo
pelo método de referéncia; F, Crescimento de 1,2 UFC/dedo, dose contaminante de 18 UFC/dedo e recuperacao de 13 UFC/dedo pelo método de
referéncia.

Nota: Mao Direita — Ponta de dedos: 1, polegar; 2, indicador; 3, médio; 4, anular; 5, minimo.Descri¢do da técnica de amostragem no texto.
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DISCUSSAO

Ap0s o classico experimento de Price (1938) sobre a quantificacdo da flora bacteriana
das méos pela contagem das bactérias removidas pela escovacdo das mdos em bacias com
agua e sabdo, foram descritas na literatura vérias técnicas para o estudo da microbiota das
méos. Dentre estas, as mais comumente empregadas sdo baseadas nas seguintes metodologias:
(i) lavagem das maos, representada pelas técnicas das méos enluvadas e do saco plastico,
podendo também ser incluida nesta metodologia a técnica de friccdo das pontas dos dedos em
tubos contendo pérolas de vidro e liquido de amostragem; (ii) uso de “swab”; (iii) contato e
deslizamento ou impressao dos dedos na superficie de placas contendo &gar nutriente (Larson
et al., 1980; Kaltenthaler & Pinfold, 1995).

A técnica da amostragem dos dedos em tubos contendo pérolas de vidro, usada no
presente estudo como método de referéncia para a contagem dos microrganismos testes
recuperados das pontas dos dedos contaminados dos voluntarios ensaiados, foi descrita por
Ayliffe et al. (1978) e proposta na década de 70 do século passado na Europa como um teste
para avaliar a “lavagem higiénica” das mados, isto é, o efeito imediato de antissépticos
degermantes e preparagdes alcoolicas sobre microrganismos artificialmente aplicados sobre as
maos (Ayliffe et al., 1978; Lilly & Lowbury, 1978). Apesar de se tratar de uma técnica
trabalhosa, que requer a necessidade de diluicdo do liquido de amostragem para a contagem
dos microrganismos recuperados, ela fornece resultados consistentes. Em nosso laboratério
esta técnica tem sido empregada em diversos estudos, nos quais investigamos a acdo do
sabdo, antissépticos degermantes e preparacfes alcoolicas na remocdo da flora microbiana
transitoria das maos (Cardoso et al., 1985; 1999; Guilhermetti et al., 2001; Soares et al., 2002;
Hernandes et al., 2004; Zarpellon et al., 2008).

A técnica do deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente foi originalmente
descrita por Smylie et al. (1959). Os autores compararam a eficacia do sabdo e de um creme
detergente a base de hexaclorofeno no preparo pré-operatério das maos da equipe médica
cirirgica e avaliaram a contaminagdo das mdos ao término do procedimento cirdrgico.
Imediatamente apds a cirurgia, 0 médico retirava uma luva e sacudia a mao para remover o
excesso de talco dos dedos. A amostragem das pontas dos dedos indicador, médio, anular e
minimo era realizada por leve pressdo e deslizamento dos dedos na superficie do meio de
cultivo, fazendo quatro semeaduras paralelas. Este procedimento era repetido com a outra

mé&o. As placas eram incubadas na estufa a 37°C por 24 horas para o estudo e a contagem das
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colbnias (Smylie et al, 1959). E importante observar que na técnica originalmente proposta o
dedo polegar ndo era amostrado.

No presente estudo, fizemos uma adaptacdo da técnica de deslizamento proposta por
Smylie et al. (1959) para possibilitar a amostragem dos cinco dedos. Também padronizamos o
tempo de contato da leve presséo da ponta do dedo (3 segundos) e o do deslizamento (1 a 2
segundos). Justificamos a escolha desta técnica em nosso estudo por sua simplicidade de
execucdo, rapidez, além de ndo ser obstrutiva, podendo, portanto, ser usada para investigar a
microbiota das maos durante a rotina do profissional da saide na pratica hospitalar. Em nosso
conhecimento este é o primeiro estudo realizado em laboratério com objetivo de investigar a
microbiota transitéria das médos de voluntarios humanos, utilizando uma adaptacao da técnica
de deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente, na tentativa de avaliar o grau de

contaminacdo das maos.

No experimento 1, com excecdo da amostras de E. coli DSM 11250, ndo houve
diferenca entre as contagens de viaveis dos indculos dos microrganismos testes cultivados nos
meios com e sem antibioticos, validando, portanto, a adicdo de antibidtico no meio de cultivo
para inibir a microbiota residente das maos, facilitando desta forma as contagens das col6nias
dos microrganismos testes recuperados ap0s a contaminacdo das maos (Tabela 1). Nos
ensaios com E. coli DSM 11250 o antibiotico interferiu parcialmente no crescimento do
microrganismo teste, impedindo, portanto, sua utilizagdo no meio de cultura. Neste caso, a
diferenciacdo das colbnias de E. coli DSM 11250 com as das bactérias da microbiota
residente da pele (e.g., estafilococos, micrococos, corinebactérias) foi feita com base na
morfologia colonial (i.e., aspecto, pigmentacdo e tamanho) e, quando necessario, pela
confirmacdo das caracteristicas morfotintoriais das celulas de E. coli (i.e., bacilos Gram-

negativos) pela coloracdo de Gram (Cardoso, 2000).

No experimento 1, o log;o da dose média+DP da contaminacgdo das pontas dos dedos
com o inbculo puro dos microrganismos testes foi de 7,15+0,44 e a recuperacdo destes
microrganismos pela técnica dos tubos com pérolas foi de 6,79+0,48; registrando-se um fator
de reducdo logaritmico de 0,36+0,04. Estes dados, expressos em porcentagem mostraram que
a aplicacdo de uma dose contaminante de aproximadamente 14 milhdes de UFC/dedo resultou
na recuperacdo de 6.000.000 de UFC/dedo (43%) e na morte por dessecagdo de 8.000.000
UFC/dedo (57%). Estes resultados evidenciam que apesar do processo de secagem contribuir
para a reducdo do nimero de microrganismos das méos contaminadas, ele pode ndo garantir a

total eliminagdo dos microrganismos transitérios das pontas dos dedos, demonstrando assim o
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potencial de risco das mdos contaminadas. Doses contaminantes desta ordem foram
evidenciadas no presente estudo pelo crescimento confluente de colbnias pela técnica de

pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (Figuras 1 a 8).

Conforme evidenciado na Tabela 2, a técnica de pressao e deslizamento dos dedos na
superficie de &gar nutriente, quando comparada a técnica dos tubos com pérolas (método de
referéncia), mostrou crescimento de col6nias confluentes para doses contaminantes do indculo
puro que variaram de 1.800.000 UFC/dedo (C. albicans ATCC 90028) a 33 milhdes de
UFC/dedo (P. aeruginosa ATCC 27853), encontrando-se em média 10 milhdes de UFC/dedo.
O crescimento de coldnias semiconfluentes foi relacionado a uma dose contaminante média
de 130.000 UFC/dedo, com variagbes de 15.000 UFC/dedo (E. faecalis ATCC 51299) a
330.000 UFC/dedo (P. aeruginosa ATCC 27853). No caso do crescimento de col6nias
isoladas, que puderam ser contadas, a técnica de deslizamento detectou doses contaminantes
que variaram de 15 UFC/dedo (E. faecalis ATCC 51299) a 27.000 UFC/dedo (S. aureus
ATCC 33591) e uma dose média de 6.000 UFC/dedo (Tabela 2).

Com base nestes dados é possivel sugerir que o crescimento de coldnias confluentes
na técnica de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (método
proposto) pode estar associado a um alto grau de contaminagdo das maos (e.g., 10 milhdes de
UFC/dedo), o crescimento semiconfluente a uma contaminacdo média (e.g., 130.000
UFC/dedo) e o crescimento de 2 a 140 colonias pode indicar um baixo grau de contaminacéo
das maos (e.g., 6.000 UFC/dedo).

Os resultados obtidos no experimento 2 demonstraram que houve correlacdo entre as
técnicas de pressdo e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (método
proposto) e a técnica dos tubos com pérolas (método de referéncia). A média=DP do
coeficiente de correlacdo de Spearman (rho) encontrados para 0s oito microrganismos testes
investigados foi de 0,81+0,16, indicando, portanto, a possibilidade do uso da técnica proposta

para estimar o grau de contaminacdo das méaos.

De fato, nas maos altamente contaminadas no experimento 2, a técnica de pressao e
deslizamento dos dedos na superficie de &gar nutriente, quando comparada a técnica dos tubos
com pérolas (método de referéncia), mostrou crescimento confluente, para contagens dos
microrganismos testes que variaram de 1 milhdo de UFC/dedo para C. albicans ATCC 90028
a 29 milhdes de UFC/dedo para P. aeruginosa ATCC 27853, crescimento semiconfluente

para contagens de 100.000 a 2,9 milhGes de UFC/dedo. O crescimento de coldnias contaveis
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destes microrganismos (i.e., leve contaminagdo), foi observado para contagens que variaram
de 90 a 2.600 UFC/dedo (Tabelas 9 e 10). Nas méos levemente contaminadas foi possivel
determinar o numero de coldnias obtidas pela técnica de pressdo e deslizamento, cuja média
dos cinco dedos para cada microrganismo testado foi de: 33,40+15,26 (Staphylococcus
aureus); 108+24,89 (Enterococcus faecalis); 47,20+16,21 (Escherichia coli); 101,60+57,36
(Klebsiella pneumoniae); 109,20+15,06 (Serratia marcescens); 27,20+16,27 (Acinetobacter
baumannii); 71,40+35,64 (Pseudomonas aeruginosa) e 34,80+6,58 (Candida albicans)
(Tabelas 3 a 10).

A dose média+DP da contaminagdo das pontas dos dedos no experimento 2, expressa
em logyo, foi de 6,96+0,49 (i.e., em torno de 9 milhdes de UFC). A recuperacdo dos
microrganismos pelas técnicas dos tubos com pérolas e da pressao e deslizamento dos dedos
na superficie de agar nutriente foram de, respectivamente, 2,54+0,31 e 1,7240,22; implicando
em fatores de reducgdo logaritmico de 4,42+0,18 (99,9962%) e 5,24+0,27 (99,9994%) devido
a morte por dessecacdo da populagdo dos microrganismos testes aplicados nas maos. A
exemplo do experimento 1, apesar da secagem reduzir significativamente o nimero dos

microrganismos testes aplicados nas méos ela ndo foi capaz de elimina-los totalmente.

O presente estudo apresenta varias limitagcdes. A primeira, e talvez a mais importante,
é que nas maos altamente contaminadas amostradas pela técnica de pressao e deslizamento na
superficie de &agar nutriente, o crescimento confluente ou semiconfluente das coldnias
impossibilita a contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC). Entretanto, utilizando-
se em paralelo uma técnica quantitativa padrdo para comparacao, foi possivel demonstrar em
nosso estudo que a técnica de deslizamento pode estimar o grau de contaminacdo das maos,
diferenciando facilmente as altas contaminacdes (i.e., acima de 1 milhdo de UFC por ponta de
dedo) das baixas contaminacfes (i.e., em torno de 1.000 UFC por ponta de dedo). Uma
segunda limitacdo é que investigamos apenas a contaminacdo das pontas dos dedos e ndo da
mé&o inteira, conforme recomendado em alguns estudos. Justificamos nosso procedimento
porque as pontas dos dedos sdo 0s sitios mais comumente contaminados na pratica hospitalar
(Ayliffe et al., 1978). Por altimo, o uso de amostras de colecdo de cultura como
microrganismos testes pode ndo refletir o comportamento dos correspondentes isolados
clinicos destes microrganismos. Infelizmente, por falta de tempo, néo foi possivel investigar
estes isolados clinicos em nosso estudo. Embora seja um aspecto importante e que mereca
uma investigacdo futura, acreditamos que a ndo inclusdo dos isolados clinicos ndo deve ter

alterado a tendéncia dos resultados encontrados no presente estudo.
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Em conclusdo, os resultados sugerem que a adaptacdo da técnica de pressdo e
deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente proposta no presente estudo pode ser

utilizada para avaliar o grau de contaminacdo das méos pela microbiota transitéria.
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ANEXO 1 -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada “Avaliacdo do grau de contaminacédo das maos pela
técnica de deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente”, que faz parte do Programa de P6s-Graduag&o
em Ciéncias da Saude, que é coordenada pelo professor Celso Luiz Cardoso do Departamento de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Estadual de Maringd. O objetivo da pesquisa é avaliar a técnica de
deslizamento dos dedos na superficie de &gar nutriente para o estudo do nimero de micrébios das méos dos
profissionais da satde.

Para isto a sua participacdo é muito importante e ela se dard da seguinte forma: vocé tera as pontas dos dedos
contaminadas com o microrganismo teste. Apds a secagem, vocé fara a amostragem da mao direita pela técnica
de deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente (técnica a ser avaliada) e da méo esquerda pela friccao
das pontas dos dedos em tubos de ensaio contendo pérolas de vidro e um liquido de amostragem (técnica
padrdo). A seguir o liquido de amostragem sera semeado em meio de cultura para recuperar 0 microrganismo
teste da sua mdo. Os resultados entre as duas técnicas serdo entdo comparados utilizando-se um modelo
matematico apropriado.

Estudo deste tipo, apesar da contaminacdo temporaria das pontas dos dedos, pode apresentar um pequeno risco
de contaminagdo para vocé, mas todos os cuidados de biosseguranca serdo tomados para evitd-lo. Assim, ao
término do experimento, suas maos serdo higienizadas com agua e sabdo por 40 a 60 segundos, secadas com
auxilio de papel toalha estéreis e depois friccionadas com preparacédo alcodlica por 20 a 30 segundos. Vocé ainda
fard& como controle final, uma nova amostragem das pontas dos dedos para comprovar a auséncia do
microrganismo teste. Assumimos a responsabilidade de dar assisténcia integral as complicacdes e danos
decorrentes dos riscos previstos. Assim, no caso de vocé sofrer alguma contaminagdo com o microrganismo
teste, vocé sera avaliado clinicamente e tratado pela Dra. Marcia Arias Wingeter, médica infectologista, docente
do Departamento de Medicina de nossa Instituicdo e participante do nosso grupo de pesquisa. Os eventuais
custos decorrentes da compra de medicamentos (antibidticos) serdo pagos com recursos proprios do coordenador
da pesquisa. Garantimos indenizacdo diante de eventuais danos causados por contaminac¢do ou infec¢cdo com o
microrganismo teste.

Gostariamos de esclarecer que sua participagdo ¢ totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou
mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer dnus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos
ainda que as informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa, e serdo tratadas com o mais
absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Informamos também que o
microrganismo teste e as bactérias da sua pele serdo utilizados para os fins estabelecidos na pesquisa e apds
serdo descartadas de acordo com as normas de biosseguranca do trabalho microbioldgico.

Nos esperamos que a realiza¢do do presente estudo possa contribuir com a proposta de uma técnica simples e de
facil execucdo para estimar o grau de contaminacdo das méos dos profissionais da salde na préatica hospitalar.
Caso vocé tenha mais dlvidas ou necessite maiores esclarecimentos, pode nos contatar no endere¢o abaixo ou
procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UEM, cujo endereco consta deste documento. Este termo devera ser
preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a voce.

Eu, , declaro que fui devidamente esclarecido e concordo em participar
voluntariamente da pesquisa coordenada pelo Professor Celso Luiz Cardoso.
Data: _ /  /2014.

Assinatura ou impressao datiloscopica
Eu, Wellinton Muniz do Nascimento, declaro que forneci todas as informacdes referentes ao projeto de pesquisa
supra-nominado.

Data: _ /  /2014.

Assinatura do pesquisador

Endereco do Coordenador da Pesquisa:Prof. Celso Luiz Cardoso. Laboratdrio de Microbiologia (Sala 116,
Bloco 1-90), Departamento de Ciéncias Bésicas da Salde, Universidade Estadual de Maringa. Avenida Colombo
5790 — Campus Universitario. CEP 87020-900 Maringa, PR, Brasil. Telefone: (44) 3011-4953. E-mail:
clcardoso@uem.br

Endereco do COPEP/UEM:Comité Permanente de Etica em Pesquisa (COPEP) envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Maringd (UEM) — COPEP/UEM. Universidade Estadual de Maringa. Avenida
Colombo, 5790. Bloco da Biblioteca Central (BCE) da UEM. CEP 87020-900. Maringa, PR, Brasil. Telefone:
(44) 3261-4444. E-mail: copep@uem.br Maringd, __/ /2014

P6s-Graduando: Orientador:
Wellinton Muniz do Nascimento Prof. Dr. Celso Luiz Cardoso
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CAPITULO I

CONCLUSOES

Os resultados sugerem que a adaptacdo da técnica de pressdo e deslizamento dos
dedos na superficie de &gar nutriente proposta no presente estudo pode ser utilizada para

avaliar o grau de contaminacdo das maos pela microbiota transitoria.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Complementar a pesquisa utilizando como microrganismos testes 0s respectivos
isolados clinicos empregados no presente estudo.

Utilizar a técnica de pressao e deslizamento dos dedos na superficie de agar nutriente
proposta no presente estudo para estimar o grau de contaminacdo das médos dos profissionais
da satde durante o cuidado ao paciente em nosso hospital.

O conhecimento do grau de contaminacdo das maos dos profissionais da saude na
pratica hospitalar durante surtos de infecgfes ou mesmo em situacfes endémicas é de extrema
importancia para que o servico de controle de infeccdo possa enfatizar as medidas de

prevencao e controle, cuja agdo priméria é a higienizacdo das maos.



