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RESUMO

O Staphylococcus aureus é uma bactéria altamente patogênica que faz parte da microbiota de humanos e/ou animais. Conhecido por ser virulento e pela formação de colônias douradas, é um dos maiores causadores de infecções hospitalares, além de ser conhecido pela resistência que demonstra ter adquirido por alguns antibióticos. Sendo assim, este trabalho objetivou identificar a presença de Staphylococcus aureus em clínicas veterinárias do município de Formiga – MG e em conjunto, avaliar a susceptibilidade a desinfecção atualmente usada. Foram colhidas amostras da mesa de consulta, mesa de cirurgia, canil/gaiola, pia/lavatório e chão do consultório antes e após desinfecção, que posteriormente foram incubadas em placas de meio de cultura inespecífico à 37ºC por 48 horas. Em seguida as colônias foram isoladas em sal manitol e ficaram em anaerobiose pelo mesmo tempo. O teste de coagulase foi realizado antes do isolamento, enquanto os demais foram realizados após o sal manitol. A estatística foi elaborada utilizando o teste Qui-quadrado a partir do aplicativo GraphPad Prism Software, em que para todas as comparações, houve apenas diferença qualitativa. Concluímos que é questionável a eficácia da desinfecção atualmente utilizada, visto que S. aureus foi encontrado em todas as clínicas veterinárias analisadas. Enfatiza-se a importância da limpeza anterior à desinfecção para melhores resultados e rodízio de princípios ativos das soluções, visando um princípio ativo que elimine de forma eficaz a bactéria problema, respeitando as recomendações do fabricante quanto ao uso. 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Desinfetantes. Clínica veterinária.












ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a highly pathogenic bacterium that is part of the human and / or animal microbiota. Known for being virulent and for the formation of golden colonies, it is one of the biggest causes of hospital infections, besides being known for the resistance that it shows to have acquired by some antibiotics. Thus, this work aimed to identify the presence of Staphylococcus aureus in veterinary clinics of the municipality of Formiga - MG and together, evaluate the susceptibility to disinfection currently used. Samples were taken from the consultation table, operating table, kennel / cage, sink / lavatory and office floor before and after disinfection, which were then incubated in plates of nonspecific culture medium at 37ºC for 48 hours. Then the colonies were isolated in mannitol salt and remained in anaerobiosis for the same time. The coagulase test was performed before the isolation, while the others were performed after the mannitol salt. The statistic was computed using the Chi-square test from the GraphPad Prism Software application, where for all comparisons, there was only a qualitative difference. We conclude that the effectiveness of the disinfection currently used is questionable, since S. aureus was found in all the veterinary clinics analyzed. Emphasis is given to the importance of pre-disinfection cleaning for better results and rotation of active principles of the solutions, aiming at an active principle that effectively eliminates the problem bacteria, respecting the manufacturer's recommendations for use.

Keywords: Staphylococcus aureus. Disinfectants. veterinary clinics. 












LISTA DE ILUSTRAÇÕES

Figura 1- Teste de coagulase com resultado positivo para Staphylococcus aureus	23
Figura 2 - Placa de Petri com meio salino Ágar Sal Manitol positivo para Staphylococcus aureus	24
Figura 3 - Teste de catalase positivo para Staphyloccocus aureus	24
Figura 4 - Teste de coloração de Gram	25



















LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA		Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
MRSA			Meticilicina Resistente Staphylococcus aureus
PVPI			Polivinilpirrolidona iodada
S. aureus		Staphylococcus aureus
TCLE			Termo de Consentimento Livre Esclarecido
UFC			Unidade Formadora de Colônias
















LISTA DE QUADROS

Quadro 1  - Testes usados na identificação de Staphylococcus aureus	23
Quadro 2 - Ocorrência de Staphylococcus aureus nas 5 superfícies analisadas das 7 clínicas do município de Formiga–MG.	27


























 LISTA DE GRÁFICOS

Gráfico 1 - Avaliação da eficácia dos desinfetantes nas superfícies em que os swabs foram realizados	27











































 
A compaixão pelos animais está intimamente ligada à bondade de caráter, e quem é cruel com os animais não pode ser um bom homem. 
(Arthur Schopenhauer)
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[bookmark: _Toc519178827]1 INTRODUÇÃO


A atuação do médico veterinário compreende várias áreas, desde a inspeção de alimentos de produtos de origem animal até os cuidados de pacientes acometidos por doenças rotineiras. Mas, às vezes, durante os períodos de internação hospitalar, esses pacientes entram em contato com microrganismos oportunistas, que desencadeiam infecções, também chamadas de infecções nasocomiais, deixando-os em risco.
Esses microrganismos podem advir de contato direto com outros internos, com secreções, objetos usados na rotina clínica, do ambiente e até mesmo pelas roupas dos colaboradores, sendo alguns deles, parte da microbiota do indivíduo. Este é o caso do Staphylococcus aureus, um microrganismo sensível à desinfetantes e que também sobrevive por longos períodos em ambientes secos e que faz parte da microbiota normal de alguns indivíduos e que, muitas vezes está associado a infecções hospitalares.
Rodrigues (2013) elucidou que, por falta de consideração, a infecção de sitio cirúrgico não é considerado um grave problema epidemiológico devido à falta de conhecimento acerca das taxas de cirurgias que se comprometem infecciosamente, aumentando cada vez mais o custo daquela operação e atrasando o tempo de recuperação dos pacientes.
Os índices da presença dos microrganismos nas clínicas ajudarão a estabelecer um perfil do padrão bacteriano que se mostra presente na área da veterinária, podendo este, ser complementado com futuros trabalhos, utilizando outros germes e agentes degermantes.
Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi identificar a presença de Staphylococcus aureus em clínicas veterinárias do município de Formiga – MG e em conjunto, avaliar sua susceptibilidade frente à desinfecção atualmente usada.
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[bookmark: _Toc519178830]2.1.1 Descrição da espécie e de seu metabolismo


As bactérias são procariotos - estruturas simples unicelulares que se multiplicam de forma assexuada conhecida como fissão binária, originando duas cópias idênticas. Sua parede celular é composta basicamente por peptideoglicano e podem ter várias formas, além da possibilidade de formarem pares, cadeias e outras formas de agrupamento de acordo com sua peculiaridade (TORTORA; FUNKE; KASE, 2012).
Apesar das doenças que podem causar, os microrganismos são essenciais, seja para seres humanos ou animais, e o colonizam desde o seu nascimento, de maneira transitória ou permanente e em vários sistemas, estabelecendo relações com o seu hospedeiro e que podem vir a se tornar uma doença quando estabelecido processo patológico (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014) 
De acordo com Hirsh (2014), a transferência para um novo hospedeiro ou tecido, ou mudança na resistência do hospedeiro, são formas comuns pelas quais parasitas comensais são convertidos em patógenos ativos.
Quinn et al (2005) descreveram os Staphylococcus como Gram-positivos, vistos em arranjos semelhantes a cachos de uva, anaeróbicos facultativos, imóveis, catalase-positivos, não formadores de esporos, comensais de mucosas e da pele e por isso, de acordo com o estado imunológico do hospedeiro, podem vir a ser oportunistas e causar infecções piogênicas. O S. aureus produz colônias douradas e forma hemólise dupla. Esta espécie é frequentemente associada a mastites e lesões supurativas predispostas ou não por traumas e imunossupressões, sendo um importante patógeno dos animais domésticos. Lima et al. (2015), afirmaram que ele é um dos mais comuns do gênero, assim como o mais virulento.

[bookmark: _Toc519178831]2.1.2 Contaminação ambiental


De acordo com Murray et. al. (2014), os S. aureus são capazes de crescer em meios salinos, sobrevivem durante um longo tempo em superfícies secas e são termosenssíveis. Sua temperatura ótima situa-se de 18°C a 40°C. É conhecido amplamente por ser o mais virulento e resistente à vários fármacos, dentre eles a meticilina (MRSA), sendo assim, famoso pelas graves infecções provocadas em pacientes internados. 
Anvisa (2007) definiu que Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA), são aqueles que, além da meticilina, resistem também aos fármacos oxacilina, cefalosporinas, imipenem e aminoglicosídeos.
Produz doença mediada por toxinas que podem vir a se tornarem sistêmicas. São elas: toxina alfa, causa doença em humanos; toxina beta, atinge seres humanos e animais; toxina delta, afeta principalmente componentes celulares e sanguíneos de mamíferos e alguns componentes intracelulares; toxina gama, produzida por quase todas as cepas de S. aureus e as enterotoxinas estafilocócicas que são comumente encontradas em casos de intoxicação alimentar.
Um surto de intoxicação alimentar estafilocócica, atingiu 56 pessoas de um grupo de 88 em um restaurante na cidade de Pelotas-RS, através da ingestão de um sanduiche de frango com isolados comprovados de estafilococos secretores de enterotoxina A, de acordo com os resultados do teste de ELISA. Este terminou em vômito, diarreia, cefaleia, prostração e dores abdominais, iniciando uma hora e meia após o consumo (RODRIGUES, et al. 2004).
Levando a uma sintomatologia mais grave e até a óbito os mais jovens e idosos, esta toxina não é destruída pelas outras etapas de processamento, que virão a ser sofridas pelo alimento de acordo com o desejo do consumidor e sua entrada se dá por má higienização das mãos e utensílios (FDA, 2011).
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Segundo Oliveira e Toledo (2012), os antimicrobianos são quimioterápicos constantemente utilizados na rotina clínica por danificarem a estrutura, o metabolismo e/ou a reprodução dos microrganismos, estabelecendo um pilar com o sistema imune com o intuito de debelar e reprimir com eficácia o avanço dos mesmos. 
Costa et al. (2013), afirmaram que o constante uso irracional de antimicrobianos promovem o aumento da taxa de resistência de vários microrganismos, assim, resulta em falha nos tratamentos e aumento nos gastos, sendo este um problema cotidiano nos campos da medicina humana e veterinária.
Tavares (2000), discorreu que, após a chegada da sulfonamida em 1993 e o constante uso da penicilina no ano de 1941, foi averiguado que a resistência aos antibióticos bactericidas poderia ser alcançada por cepas dentro de um conjunto de indivíduos ou até mesmo ser decorrente de uma peculiaridade inerente àquele indivíduo específico.
  

2.1.4 [bookmark: _Toc519178833]Controle bacteriano


Segundo a ANVISA, o desinfetante é “um produto que mata todos os microrganismos patogênicos mas não necessariamente todas as formas microbianas esporuladas em objetos e superfícies inanimadas” (BRASIL, 2007).
Brasil (2013) afirmou que o desinfetante é um elaborado criado com o intuito de aniquilar microrganismos mórbidos tanto em superfícies ou objetos em geral. Aqueles de uso geral são destinados para a descontaminação de áreas de uso público e domiciliadas, além de instrumentos que não sejam utilizados para o preparo de alimentos destinados ao consumo. 
Por ser um produto acessível; barato e amplamente distribuído no comércio, Braga et al (2010) consideraram que o desinfetante é escolhido pelo aroma e muitas vezes é usado de forma incorreta, sem atentar para as recomendações do fabricante quanto ao tempo de ação e diluição. 
De acordo com o estudo de Aksoy et al (2010), de terça a sexta-feira as amostras analisadas em hospitais tiveram cinco vezes mais unidades formadoras de colônias (UFC) do que as amostras da segunda-feira. Acredita-se que este fato se deve ao maior tempo disponível para as tarefas de higienização e manutenção dos ambientes hospitalares durante o fim de semana. 
Baseado nos resultados de Avancini e Both (2017), o hipoclorito de sódio, o iodóforo e um quaternário de amônio, são apropriados para o controle dos MRSA, mesmo sendo utilizado em diferentes concentrações, para melhor representar a limpeza feita no dia a dia que é seguida de desinfecção e que resulta na diluição do produto pela água restante do procedimento inicial. Ainda assim, todos os 21 isolados de S. aureus estudados foram inativados nos tempos de avaliação de 5, 15 e 30 minutos, demonstrando sua eficácia frente a esse microrganismo e sendo estes considerados de escolha, frente a situações problemas, como riscos de infecções hospitalares. 
De acordo com estudos de Avancini e Gonzáles (2014), a descontaminação, quando único procedimento de higienização das superfícies comuns entre veterinários e pacientes, não é considerada segura para proteger a saúde dos animais e dos profissionais envolvidos, sendo necessária limpeza e principalmente retirada de qualquer matéria orgânica restante, para impedir a desativação dos desinfetantes utilizados.
A infecção hospitalar é principalmente causada pelo mau uso da antibioticoterapia, pelo grande número de pacientes hospitalizados susceptíveis à infecção, pelo grande número de pessoas lidando com o mesmo paciente e circulando dentro do hospital, devido à falta de treinamento e condições impróprias envolvendo arquitetura e sanidade (ANDRADE et al., 1992).
 Já a elevada taxa de resistência se relaciona com a prescrição de antimicrobianos de amplo espectro sem necessidade para o combate de doenças, visto que não houve identificação do patógeno causador e menos ainda conhecimento sobre quais princípios ativos o mesmo tem sensibilidade (GUARDABASSI et al. 2004, GUARDABASSI et al. 2008).
Segundo Brasil (2007), são pacientes de risco por infecção por S. aureus MRSA: aqueles internados por longos períodos, que usaram antibióticos de amplo espectro previamente, enfermos de UTI, podendo ou não ser colocados ao lado de colonizados ou infectados por MRSA, e aqueles com infecções de área cirúrgica. 

[bookmark: _Toc519178834]2.1.5	Diagnóstico laboratorial


Para favorecer condições ideais aos microrganismos, usamos meios de separação ou isolamento, fazendo com que os mesmos sejam identificados. Alguns meios que também podem ser usados são o ágar sangue, o ágar MacConkey, ágar chocolate e o ágar Hektoen entérico (SANTOS; XAVIER, 2018).
A identificação começa diferenciando estreptococos dos estafilococus. Ao ser inoculado em ágar sangue de carneiro, colônias de estafilococus serão maiores variando do branco ao amarelo, produtores ou não de hemólise. O S. aureus apresentará sua cor amarelada típica por volta de 72 horas de incubação quando em temperatura ambiente. Por outro lado, os estreptococos serão menores, havendo halos de hemólise total e parcial. Seguramente, usa-se a prova da catalase para contra-prova (BRASIL, 2013). No teste da catalase, onde adiciona-se peróxido de hidrogênio 3% nas colônias em placa de ágar, verificando-se que nas catalase-positivas há formação de bolhas. É o teste mais importante. 
Existem também vários outros testes envolvidos no diagnóstico de isolados de Staphylococcus aureus. Um deles é o teste coagulase. A coagulase livre coagula quando incubada a 37ºC e forma um gel, diferenciado daqueles coagulase-negativos. Outro teste bastante comum é o ágar-sal-manitol, onde pela sua excelente sobrevida em ambientes salinos, crescem deliberadamente, tornando a placa amarela devido a liberação de ácido, produzido pela fermentação do manitol (ANVISA, 2004).
Existem também outros testes usados para detecção: aglutinação em látex, sensibilidade à polimixina B e novobioncina e DNases e nucleases termoestáveis (ZURITA; MEJÍA; GUZMÁN-BLANCO, 2010). 
De acordo com Anvisa (2004), o teste de coagulase não deve ser executado a partir de um ágar com grande concentração de sal como ágar sal manitol, porém não foi encontrada uma justificativa para tal afirmativa.
Stinghern, Albini e Souza (2002), discorreram sobre o simples, mas não menos importante, o teste de coloração de Gram, no qual se realiza o preparo de esfregaços em lâmina que serão fixadas por calor ou por metanol, e posteriormente coloridos pelo cristal violeta durante 15 segundos, lavados com água e deixados agir por mais 45 segundos. Cobridos com o lugol por um minuto e lavados. Descorados com álcool e lavados novamente. Ao final, banhados em safranina por 30 segundos e lavados em seguida. Deixados secar e examinados ao microscópio óptico com objetiva de 100x, com o auxílio de uma gota de óleo de imersão.
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De acordo com Brasil (1994), “álcool etílico tem maior atividade germicida, menor custo e toxicidade que o isopropílico. O álcool isopropílico tem ação seletiva para vírus, é mais tóxico e com menor poder germicida que o etílico”.
Segundo Graziano (2013), a eficiência na descontaminação de superfícies com álcool 70% (p.v) sem limpeza prévia e realizada sob fricção. O que foi contradito pela Secretária de Saúde (2011), em que este ressaltou a necessidade de limpeza antecipadamente ao uso do produto. Em seguida deve ser feita por fricção com um pano empapado de álcool. Após a secagem, o procedimento deve ser repetido por mais três vezes.
Embora resseque a pele devido à retirada dos lipídeos, é um produto atóxico com excelente efeito sobre microrganismos, com exceção de esporos (BURG, et al, 2007).
Em artigo publicado pelo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro – HC – UFTM (2017) foi ressaltado que sua desvantagem principal do álcool é ser inflamável, o que traz riscos aos manipuladores. E ainda possui outro problema, que é não combater fungos. No entanto, possui uma grande vantagem, pois o mesmo pode ser utilizado nos mobiliários em geral e sua ação se dá pela desnaturação das proteínas da parede estrutural dos micróbios, que sem seu principal componente estrutural morrem.
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Muito usado na indústria alimentícia, o quaternário de amônio é usado também em restaurantes, cantinas e hospitais. Segundo Evangelista (2008), como vantagem de seu uso sua grande ação contra bactérias Gram positivas, consistente quando em contato com matéria orgânica e não afeta negativamente manipuladores, porém, em regiões de água dura, sua ação é variável.
De acordo com o protocolo publicado por Minas Gerais (2017), em que explica sobre sua ação, que varia de acordo com o tempo de exposição, com a sua concentração, pH e a geração do composto, que varia da 1ª à 4ª geração. Comumente, tem baixa ação contra micobactérias, vírus não-envelopados e esporos.
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De acordo com Evangelista (2008), os compostos que tem como princípio ativo o cloro são corrosivos quando lidam com borracha e podem irritar a pele dos manipuladores, evidenciando o uso de EPI quando em contato com essa substância. Tem amplo espectro bacteriano e agem sobre esporos, fungos e bacteriófagos. Sua desvantagem é sua má efetividade quando há matéria orgânica na superfície a ser limpa.
Segundo dados da Secretária de Saúde (2011), é um desinfetante que se faz inútil na presença de matéria orgânica. Além disso, o mesmo é considerado um produto de desinfeção intermediária e descolorante. Não deve ser misturado a outros antimicrobianos e ao ser usado em superfícies deve deixar agir por 10 minutos.
Pereira et al (2015) afirmaram que o que deve ser levado em conta para demonstrar a real eficácia do hipoclorito de sódio são as variáveis: relações de concentração, tempo de ação, resistência ao microrganismo a ser combatido e as sujidades presentes na superfície a ser limpa. No entanto, de acordo com seu estudo que comparou o agente a outros trabalhos e desinfetantes, esta é uma substância eficaz no combate à contaminação e prevenção de doenças associadas à assistência à saúde, isento quando na concentração de 0,5% ao sistema de vapor seco de peróxido de hidrogênio.
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Visto como um ótimo bactericida, viricida e fungicida, a clorexidina vem sendo usada por grandes empresas em suas linhas produtivas e em ambientes hospitalares e domésticos. Não produz resistência bacteriana, não é corrosivo e não agride mucosas. Além disso, é um dos desinfetantes que apresenta uma das menores concentrações mínimas entre as demais e tem a vantagem de não ser volátil, como o álcool e o cloro (SILVA; DUTRA; CADIMA, 2010).
Desinfecciona em um prazo de 30 segundos a 5 minutos. Não é um produto poluente e é considerado um produto assegurado de riscos ao manipulador. Em seu trabalho, Rocha (2009) comprovou a eficácia da clorexidina 2% frente ao S. aureus mesmo que este esteja em contato com fluidos biológicos, com exceção do sangue, de acordo com sua afinidade e propriedades.
A clorexidina é um importante antisséptico, pelo fato de permanecer na superfície e ser lentamente desconstituído. Na odontologia por exemplo, é usada como forma de prevenir a formação de placas bacterianas e como tratamentos em outras enfermidades (HORTENSE, et al, 2010).
[bookmark: _Toc519178840]




2.3 Riscos aos pacientes

Cigana et al. (2017) mostrou que o S. aureus pode promover infecções pulmonares crônicas, causando à longo prazo, formação de abcessos com aglomerados estafilocócicos. Em seu estudo usou três cepas da referida bactéria e inoculou em camundongos. Aqueles que foram inoculados com a cepa USA300 rapidamente se tornavam mórbitos, perderam peso e sua pelagem ficou ruim e sem brilho. Houve mortalidade elevada quatro dias depois, demonstrando a virulência da bactéria.
O programa de controle de infecção hospitalar não é realizado de forma correta e geralmente sua comprovação é feita apenas de forma clínica. Seus dados orientam o uso dos recursos do hospital/clínica. Na ausência desses estudos subjetivos servem de base para tomadas de decisões (BENEDICT; MORLEY; VAN METRE, 2008).
Conforme o que foi observado no Hospital Veterinário da UPF (HV-UPF), a maioria dos profissionais da medicina veterinária lavam as mãos entre as consultas e higienizam a mesa, mas nem sempre há uma rotina a ser seguida, e a mesma lida apenas com a microbiota transitória, o que torna ineficaz o processo, visto a variedade de enfermidades contagiosas ou não que adentram o consultório (SANTOS et al, 2007).
Do mesmo modo, o uso de jalecos e outros acessórios podem servir além da proteção individual e se tornar um veículo de infecção cruzada num ambiente hospitalar por carrear microrganismos adquiridos por secreções dos pacientes e contato. Normalmente servem para o uso durante toda uma jornada de trabalho e por isso, entra em contato com vários pacientes (CARVALHO et al, 2009).







[bookmark: _Toc519178841]3 MATERIAL E MÉTODOS


No total seis clínicas veterinárias de Formiga-MG foram avaliadas. Vale ressaltar que no município de Formiga existem 15 clínicas, no entanto, somente o número avaliado concordou em participar do presente estudo. As coletas somente foram realizadas após a assinatura do TCLE (em anexo) concordando em participar do estudo. As clínicas foram numeradas de acordo com a ordem de coleta de amostras, que ocorreu de forma aleatória, para que fosse possível classifica-las frente a visualização dos resultados e as amostras foram posteriormente conduzidas para o Laboratório de Microbiologia do Centro Universitário de Formiga – UNIFOR-MG.
As clínicas foram denominadas utilizando as letras de A a F para que fosse possível identificar as mesmas, sem comprometer suas identidades.
A cidade de Formiga está localizada no centro oeste de Minas Gerais, situada à 195 km da capital, Belo Horizonte. A cidade possui uma área de 1.501,915 km² e uma população estimada de 168.040 habitantes (IBGE, 2015).
A coleta e manuseio das amostras foram realizados de acordo com a metodologia descrita pelo Laboratório Dr. Pio – Análises Clínicas ®, trabalhos de universidades (Centro Universitário Univates; Universidade de Passo Fundo) e trabalho da Associação Paulista de Epidemiologia e Controle de Infecção Relacionada à Assistência à Saúde. 
O manuseador do swab manteve as mãos higienizadas com sabonete líquido neutro e assepsia com álcool 70%, usando ainda luvas de procedimento assepsiadas com álcool 70%. Durante todo o procedimento evitou-se encostar próximo ao algodão da haste; conversar; tossir ou espirrar, embora durante a coleta o manuseador manteve o uso de máscara.
Desta forma, as coletas foram realizadas a partir de swabs estéreis que foram friccionados na mesa de consulta, mesa cirúrgica, canil/gaiola onde os animais ficam internados, pia/lavatório, além da superfície do chão da própria sala de consulta da clínica veterinária (1 por superfície suja e 1 por superfície pós-desinfecção). 
Os meios de cultura foram confeccionados de forma prévia e de acordo com as instruções de seus respectivos fabricantes, sendo então esterilizados em autoclave e armazenados em refrigeração ideal. O transporte dos swabs, placas e todo o material até a clínica deu-se por acondicionamento em caixa desinfetada com álcool 70% à temperatura ambiente. Após as coletas as amostras foram então encaminhadas até o Laboratório de Microbiologia do UNIFOR-MG, para posterior incubação.
[bookmark: _GoBack]A cultura inicial de bactérias foi realizada em placas de Petri, com deposição de ágar PCA, meio inespecífico que permitiu o crescimento de uma ampla gama de microrganismos. Estas passaram por 48 horas de incubação aeróbica à 37º C. O isolamento foi realizado em metodologia adaptada de Chapman (1944) e as colônias que cresceram no PCA foram isoladas em meio Ágar Sal-manitol e incubados em aerobiose por 48 horas a 37 ºC, antes disso, o teste de coagulase sempre era realizado (FIG. 1), devido a literatura não recomendar a realização deste teste após a incubação no meio salino do ágar sal-manitol (FIG. 2). Após crescimento no meio diferencial às colônias características para S. aureus passaram pelo teste de catalase de acordo com a FIG. 3 (peróxido de hidrogênio 3%) e as bactérias foram coradas de acordo com o método de Gram (FIG. 4). Os testes estão discriminados no Quadro. 1 a seguir:
[bookmark: _Toc517736873]Quadro 1 - Testes usados na identificação de Staphylococcus aureus
	Testes
	Staphylococcus aureus

	Plate Count Agar
	+

	Ágar Sal-manitol
	+

	Catalase
	+

	Coagulase
	+

	Coloração de Gram
	+


Fonte: Estudo, 2018
+ = reativo
- = não reativo

[bookmark: _Toc519180723]Figura 1- Teste de coagulase com resultado positivo para Staphylococcus aureus
[image: ]
                          Fonte: Arquivo pessoal

[bookmark: _Toc519180724]Figura 2 - Placa de Petri com meio salino Ágar Sal Manitol positivo para Staphylococcus aureus
[image: ]
                        Fonte: Arquivo pessoal

[bookmark: _Toc519180725]Figura 3 - Teste de catalase positivo para Staphyloccocus aureus
[image: ]
                        Fonte: Arquivo pessoal





[bookmark: _Toc519180726]Figura 4 - Teste de coloração de Gram
[image: ]
                         Fonte: Arquivo pessoal

A manipulação das placas de Petri em laboratório ocorreu seguindo as normas de biossegurança utilizadas pelos Laboratórios da Instituição, sendo que o manuseio das mesmas ocorreu dentro da Capela, após esterilização do ar com luz ultravioleta e próximo ao bico de Bunsen, evitando contaminações das amostras e dos manipuladores.
Pelo teste de Qui-quadrado p>0,005 para todas as comparações, não houve diferença significativa. Apesar da de haver diferença qualitativa, a desinfecção usada não reduz S. aureus, este que é considerado causador de problemas pós cirúrgicos e segundo esta avaliação os meios usados não funcionam para sua eliminação.






[bookmark: _Toc519178842]4 RESULTADOS E DISCUSSÃO


Na clínica A, a presença de S. aureus foi verificada em 40% das superfícies analisadas. Antes e após a desinfecção com produto à base de quaternário de amônio o microrganismo encontrava-se no canil e no chão do consultório.
Na clínica B estava, de modo preocupante em 80% das superfícies analisadas, sendo as áreas: mesa de consulta, lavatório, chão e canil. O desinfetante utilizado pelo estabelecimento era a base de quaternário de amônio e também fazia uso de álcool 70%.
Na clínica C, a bactéria se mostrou presente em 60% das superfícies, evidente na mesa de cirurgia, na mesa do consultório e no canil. Como desinfetantes a clínica usava também um produto à base de quaternário de amônio e álcool 70%, sendo que este último eliminou apenas as cepas do canil e mesa cirúrgica.
Em relação à clínica D, S. aureus foi encontrado em 40% das superfícies após desinfecção, estava na mesa de consulta e no chão do consultório. Porém esta clínica não contava com canil/gaiola. Os produtos que eram utilizados eram à base de cloro e também à base de álcool na desinfecção e estes se mostraram eficientes.
A clínica denominada como E não possuia sala de cirurgia, e, portanto, foram avaliadas apenas as superfícies do consultório de atendimento. Neste local, encontramos a bactéria presente em 40% das superfícies sendo estas o lavatório e a mesa de consulta. O produto usado era à base de álcool.
Por último, mas não menos importante, na clínica F havia 40% das superfícies contaminadas com S. aureus, que esteva presente na mesa de cirurgia e na mesa do consultório. O produto usado era o álcool 70% e foi onde foi mais efetivo eliminando 100% do microrganismo. A ocorrência da referida bactéria encontra-se expressa no Quadro. 2.





[bookmark: _Toc517736874]Quadro 2 - Ocorrência de Staphylococcus aureus nas 5 superfícies analisadas das 6 clínicas do município de Formiga–MG.
	Superfície
	Clínica A
	Clínica B
	Clínica C
	Clínica D
	Clínica E
	Clínica F

	Mesa cirúrgica
	-
	-
	+
	-
	NP
	+

	Mesa consulta
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	Chão
	+
	+
	-
	+
	-
	-

	Pia/lavatório
	-
	+
	-
	-
	+
	-

	Canil/gaiola
	+
	+
	+
	NP
	-
	-


Fonte: Estudo, 2018
+ = presença do microrganismo
- = ausência do microrganismo
NP = não possui

Desta forma foram obtidas 56 amostras e a avaliação de eficácia dos desinfetantes se encontra no GRÁF. 1. 

[bookmark: _Toc519180813]Gráfico 1 - Avaliação da eficácia dos desinfetantes nas superfícies em que os swabs foram realizados

            Fonte: Estudo, 2018

No presente trabalho, nove das 56 amostras foram encotrados S. aureus após antissepsia. Um trabalho semelhante foi feito por Dias, Júnior e Souza (2015) no hospital veterinário da Universidade Federal de Campina Grande, em que foram analisadas as mesas cirúrgica, de consulta e pré-operatório, a balança, a gaiola do internamento, o ar e a superfície das mãos dos colaboradores antes e após desinfecção, em 22 das 40 amostras identificadas eram do gênero Estafilococos e gram positivos. S. aureus foi encontrado após a antissepsia, demonstrando que os atuais protocolos se mostram ineficazes
Neste trabalho, não houve avaliação da viabilidade de S. aureus e talvez pelo contato direto de água e/ou sangue na pia e no chão, que em algumas clínicas não era liso, esse microrganismo pode então ter obtido maior sobrevida. Segundo Rossi, Devienne e Raddi (2008), a sobrevivência de S. aureus no ambiente pode variar ante a presença ou ausência de fluidos biológicos nas superfícies. Sem água se manteve viável por 14 dias. Já com sangue, sobreviveram por até 70 dias de acordo com a base disseminadora, sendo que tecidos de algodão propiciam melhores condições de sobrevivência dos mesmos.
No presente estudo, as mesas de consulta e cirurgia de todas as clínicas veterinárias analisadas eram de aço inox e como houve presença de Stapylococcos aureus antes e após desinfecção em quatro das 11 mesas analisadas podemos sugerir a ocorrência de biofilmes nas mesmas e que o atual desinfetante usado não reduz significativamente a população naquela mesa. Abordando outros desinfetantes, Silva et al (2008), na sua pesquisa odontológica demonstraram a aderência de S. aureus em aço inoxidável, material de constituição de instrumentos cirúrgicos muito utilizados no ambiente humano e veterinário e a ação dos desinfetantes. Apesar de não haver grande diferença estatística entre eles, demonstrou que o ácido peracético ocasiona menos aderência em 28 dias com rotação de produtos quando este é equiparado ao grupo controle e ele pode ser usado sem apresentar efeitos nocivos na fixação da bactéria ao aço. 
Neste estudo, a desinfecção se mostrou ineficiente em duas das cinco mesas de cirurgia analisadas, ressaltando a importância e o desafio de lidar com infeções de sítio cirúrgico, ainda mais quando se trata de infecções oportunistas de pacientes imunocomprometidos, que porventura serão operados naquele ambiente e em contato com tais locais. Segundo Moraes et al (2012), na realização de 12 cirurgias, as amostras colhidas da mesa e chão da área cirúrgica, antes e depois o procedimento e com placas dispostas na sala no período de duração da mesma, contanto apenas com limpeza prévia no dia anterior, nas placas após cirurgia, as bactérias se sobrepuseram em número.
Foi observado neste experimento, que na maioria das vezes os desinfetantes usados eram armazenados em armários sob a pia dos consultórios, ao abrigo de luz e calor, sendo esperado deste modo que mantivessem a eficácia desejada. Exceto aquele de uso constante, o álcool, que era mantido de fácil acesso em bancadas, em recipientes de plástico transparente. No entanto, mesmo neste recipiente, o mesmo demostrou 100% de eficácia na clínica F. Foi avaliada determinado in vitro, a eficácia de antissépticos e desinfetantes usados em uma unidade de saúde do Paraná, também foi realizado análise da concentração de cada substância a cada 7 dias, em que uma amostra fechada e outra aberta, em ambiente desprovido de luz solar e calor, que há perda de eficiência das substâncias quando expostas a esses fatores.  Os microrganismos S. aureus, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis e Pseudomonas aeruginosa se mostraram vulneráveis aos produtos usados e as concentrações dos produtos se mantiveram estáveis, com ligeiras variações, que não comprometeram a eficácia dos mesmos. Neste caso, o álcool 70%, o hipoclorito de sódio 1% e os PVPI-l 1% degermante e tópicos mantiveram o efeito esperado (REIS et al, 2011).
O que não era preconizado nas clínicas, em que muitas vezes a diluição e o tempo de contato era feito de forma empírica e algumas vezes misturados a outros produtos, desinfetantes ou não. Dado a ocorrência de erros de diluição, Avancini e Both (2017), avaliaram o hipoclorito de sódio, um iodóforo e um quaternário de amônio em quatro diluições e em três tempos de contato. Visto que cumpriram com sua obrigação, foram considerados eficazes para controle dos MRSA e não apresentaram resistência. 
No entanto, não há dados de quantidade de S. aureus necessária para o estabelecimento de uma infeção a nível hospitalar.
Comparado a esses estudos, os desinfetantes usados podem ter sofrido mal armazenamento, diluição errônea, baixo tempo de contato, concentração ineficiente, limpeza ineficiente ante a desinfecção ou em relação ao microrganismo, sendo ineficaz ou demostrando resistência. Ou também, tipo de desinfetante contraindicado para a superfície a ser desinfectada.




[bookmark: _Toc519178843]5 CONCLUSÃO


Concluimos que é questionável a eficácia da desinfecção atualmente utilizada, visto que S. aureus foi encontrado em todas as clínicas veterinárias analisadas e, portanto, clientes e proprietários não tem ciência da prevalência da mesma no ambiente. Enfatiza-se a importância da limpeza anterior à desinfecção para melhores resultados e rodízio de princípios ativos das soluções, visando um princípio ativo que elimine de forma eficaz a bactéria problema, respeitando as recomendações do fabricante quanto ao uso. 
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