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Estetoscopios de uso hospitalar como fonte de infec¢ao por
bactérias resistentes produtoras de biofilme

Stethoscopes for hospital use as a source of infection by resistant biofilm-producing
bacteria
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Resumo

Introducao: Diversos fatores vém contribuindo para o aumento dos casos de Infecgoes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), incluindo a falta de
desinfeccdo dos equipamentos utilizados de ambito hospitalar, que contribuem para a disseminacao de microrganismos potencialmente patogénicos
em ambientes hospitalares. Objetivo: Verificar a presenga de microrganismos resistentes produtores de biofilme bacteriano presentes em estetoscopios
de uso continuo no ambiente hospitalar. Material e métodos: Trata-se de um estudo transversal e descritivo, foram coletados com swabs embebidos
em solucéo fisiolégica esfregacos no diafragma dos estetoscopios de varios setores do hospital em estudo, que foram posteriormente processadas para
identificacao das espécies bacterianas por meio de testes fenotipicos. A verificacao do perfil de resisténcia foi realizada seguindo a difusdao em disco de
Kirby-Bauer. A identificacao da producao e quantificacao do biofilme bacteriano ocorreu seguindo o protocolo descrito por O’toole (2011). Resultados
e discussao: A avaliacdo dos estetoscépios utilizados em setores de um publico do interior de Pernambuco, mostrou que 92,85%% dos estetoscopios
apresentaram diafragmas bactérias potencialmente patogénicas. Verificou-se a prevaléncia de bactérias multirresistentes a diversos antibiéticos e
formadores de biofilme cuja aderéncia é moderada. Sendo as espécies isoladas Citrobacter freundii (30,76%), Staphylococcus aureus (30,76%), Serratia
spp. (15,38%), Enterobacter aerogenes (7,69%), Enterobacter cloacae (7,69%) e Salmonella spp. (7,69%). Conclusdo: Os estetoscopios analisados podem
ser, em potencial, fonte de infeccao cruzada no ambiente hospitalar, sendo um veiculo de espécies resistentes produtoras de biofilme, pertencentes as
Enterobacterales e Staphylococcus.
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Abstract

Introduction: Several factors have contributed to the increase in cases of Health Care-Related Infections (HAI), including the lack of disinfection of
equipment used in hospitals, which contribute to the spread of potentially pathogenic microorganisms in hospital environments. Objective: To verify the
presence of resistant microorganisms that produce bacterial biofilm present in stethoscopes for continuous use in the hospital environment. Material and
methods: This is a cross-sectional and descriptive study, swabs soaked in saline solution were collected from the diaphragm of stethoscopes from various
sectors of the hospital under study, which were later processed for identification of bacterial species by phenotypic tests. Verification of the resistance
profile was performed following Kirby-Bauer disk diffusion. The identification of bacterial biofilm production and quantification occurred following the
protocol described by O'toole (2011). Results and discussion: The evaluation of the stethoscopes used in sectors of a public hospital in the interior of
Pernambuco showed that 92.85% of the stethoscopes had potentially pathogenic bacteria diaphragms. It was verified the prevalence of multiresistant
bacteria to several antibiotics and biofilm formers whose adherence is moderate. As the isolated species Citrobacter freundii (30.76%), Staphylococcus
aureus (30.76%), Serratia spp. (15.38%), Enterobacter aerogenes (7.69%), Enterobacter cloacae (7.69%) and Salmonella spp. (7.69%). Conclusion: The
analyzed stethoscopes can potentially be a source of cross-infection in the hospital environment, being a vehicle for resistant biofilm-producing species,
belonging to the Enterobacterales and Staphylococcus.
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INTRODUCAO

O estetoscédpio é uma ferramenta de uso universal,
indispensavel para profissionais de saude como médicos,
enfermeiros e fisioterapeutas. E utilizado tanto no ambiente
hospitalar como ao nivel ambulatorial, entrando em contato
com diversos pacientes, sendo a extremidade circular a parte
que ficaem contato com a pele para auscultar os batimentos
cardiacos. Sendo um dos instrumentos de auxilio mais uti-
lizados durante a assisténcia em saude, a realizacdo de sua
limpeza e desinfeccdo adequados é fundamental, entretanto,
muitas vezes, estas agdes sao esquecidas pela equipe multi-
disciplinar que o utiliza, podendo, desta maneira, fazer com
que os mesmos se tornem uma das maneiras de veiculacao
de disseminacao de microrganismos, sendo capazes de
apresentar algum risco a saude."?

A pele possui uma microbiota prépria que pode ser
transferida de uma pessoa para outra através das maos e
superficies, estando esta transferéncia diretamente envolvida
como um possivel veiculo de transmissdo de microrganis-
mos. Assim, para contribuir com a seguranca dos pacientes
nos servicos de salde, principalmente ao nivel hospitalar, é
fundamental a higienizacdo adequada das maos, objetos e
aparelhos utilizados, uma vez que tal conduta pode influenciar
diretamente na reducdo de quadros infecciosos. A limpeza
correta das méos e objetos é classificada como uma das mais
eficazes maneiras de reducdo da transmissao de infeccoes
nosocomiais, sendo um procedimento de baixo custo, rela-
tivamente simples, e de extrema importancia na prevencéao
de infec¢oes, devendo ser estimulada constantemente.®

Ha poucas evidéncias de outros métodos tao eficazes
como a correta higienizacdo de materiais, superficies e
maos na prevencdo de infec¢des hospitalares, sendo estas
condutas, quando realizadas rotineiramente, fundamentais
na diminuicdo dos microrganismos multirresistentes.”) O
acometimento de infeccdes através de dispositivos médicos
contaminados tem sido evidenciada em instrumentos como
estetoscopios, canetas, crachas, termometros eletronicos,
medidores de pressao arterial, luvas de latex, mascaras,
gravatas e jalecos brancos.®

Os estetoscopios, especificamente, podem transportar
diversas bactérias Gram negativas e Gram positivas produto-
ras de biofilme bacteriano, em especial deste ultimo grupo,
as do género Staphylococcus, que sdo bastante prevalentes
em infeccbes relacionadas a corrente sanguinea, e, quando
resistentes e produtores de biofilme, como uma de suas
espécies, os Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina

(MRSA), estdo relacionadas a grandes dificuldades de erradi-
cacao, podendo as infeccOes persistirem por mais tempo.©”

Uma vez que as bactérias possuam a capacidade de
formar biofilme, ou seja, de interagir entre elas e com as
superficies onde se encontram, deixando de viver na forma
planctonica e passando a existir na forma séssil. Assim, os
exopolissacarideos que compode a forma séssil, através de
canais, irdo facilitar a difusdo de nutrientes entre as células
bacterianas, gerando vantagem por estarem em comuni-
dade. Ademais, esse fato tornando-se as células bacterianas
mais resistentes a desidratacdo e a penetracao de farmacos,
funcionando ainda como reservatoério para uma possivel
recolonizacao e favorecendo a persisténcia da infeccao.®”

O usoindiscriminado de antibiéticos acarretou no surgi-
mento de um grande numero de bactérias multirresistentes
frente a diversos antibidticos, o que constitui uma séria
ameaca a saude publica ao nivel mundial. Sendo estimado
a partir de 2050, que a resisténcia bacteriana sera respon-
savel pela morte de cerca de dez milhdes de pacientes a
cada ano, superando o atual numero de ébitos por cancer
e outras doencas.®

As alternativas encontradas para o controle dessa situa-
cao, principalmente nos ambientes de saude, envolvem a
realizacao e estimulo constante as boas praticas e bons habi-
tos pelos profissionais de satide, pois previnem, minimizam
e até podem eliminar os riscos de contaminacgdes cruzadas,
atuando na atencao e prevencao da saude de todos os
envolvidos.® Diante do exposto, o presente estudo verificou
a presenca de bactérias resistentes produtoras de biofilme
bacteriano presentes em estetoscopios de uso continuo no
ambiente hospitalar.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo transversal e descritivo, com uma
amostra nao probabilistica por conveniéncia, desenvolvido de
julho a outubro de 2021, em um hospital publico do interior
de Pernambuco, incluindo os seguintes setores: emergéncia,
enfermaria e Unidade de Terapia Intensiva (UTI). O estudo
foi desenvolvido apés aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Universitario Tabosa de Almeida (ASCES-
-UNITA), sob nimero de aprovagao 3.611.344.

Para abordagem dos profissionais que participaram da
pesquisa, os mesmos foram questionados através do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e aqueles que
aceitaram participar do estudo tiveram seus estetoscopios
avaliados quanto ao isolamento e identificacdo bacteriana,
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onde foram realizadas coletas de 14 estetoscépios utilizan-
do-se swab embebido em solucéo fisiolégica estéril que
foi passada no diafragma dos instrumentos, sendo a coleta
realizada uma Unica vez em dias aleatdrios até obter o total
de 14 estetoscédpios. Apos a coleta, o material foi semeado
nos meios de cultura sélidos, agar Sangue de Carneiro
(KASVI®,Sao José dos Pinhais — PR, Brasil) e agar MacConkey
(KASVI®, Sdo José dos Pinhais - PR, Brasil) e subsequente-
mente incubados a 35-37 C° por 18 a 24 horas, seguindo-se
com a avaliacdo do crescimento e posterior isolamento das
colénias bacterianas.

Os isolados foram inicialmente avaliados pela coloracdo
de Gram.® As bactérias classificadas como Gram positivas
foram submetidas ao teste para deteccdo da producao de
catalase e da enzima DNase no dgar de teste DNase (KASVI®,
Sao José dos Pinhais — PR, Brasil), bem como foram analisados
quanto a capacidade de fermentacao do manitol (KASVI®,
Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil) para a diferenciacao de
Staphylococcus aureus de outras espécies.

J4 as bactérias Gram negativas foram avaliadas através
de provas bioquimicas, agar citrato (KASVI®, Sao José dos
Pinhais — PR, Brasil), 4gar Triple Sugar Iron (TSI) (KASVI®, Sdo
José dos Pinhais - PR, Brasil), 4gar Indol Sulfeto Motilidade
(SIM) (KASVI®, Sao José dos Pinhais - PR, Brasil), e agar uréia
(KASVI®, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil), para verificacdo do
consumo de citrato, bem como a fermentacdo de actcares,
produgao de H_S, motilidade e producao da enzima urease,
sendo observadas apds o periodo de incubacédo de 35-37 C°
por 18 a 24 horas; quanto as reacdes metabolicas que ocor-
reram, havendo ocorrido a interpretacdo dos resultados.”

O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado
de acordo com a metodologia de disco-difusdo de Kirby-
-Bauer,” utilizando dgar Mueller Hinton (KASVI®, Sdo José
dos Pinhais — PR, Brasil) e a escolha dos antibiéticos seguiu
as orientacdes do Brazilian Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing 2021 (BrCAST),"° utilizando-se 13 antimicro-
bianos (SENSIDISC DME®, Aracatuba- SP, Brasil): Amoxicilina
(AMO - 10ug), ampicilina (AMP - 10ug), aztreonam (ATM
- 30ug), cefotoxina (CFO - 30ug), ceftazidima (CAZ - 10ug),
clindamicina (CLI - 02ug), eritromicina (ERI - 15ug), imipenem
(IMP - 10ug), levofloxacina (LVX- 5 Mcg), meropenem (MER-
10pg), oxacilina (OXA - 01ug), piperacilina e tazobactam
(PIT - 100/10ug) e tetraciclina (TET - 30ug).

Os discos foram inseridos sobre a superficie do agar
Mueller Hinton (KASVI®, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil) com
aajuda de pincas esterilizadas e aplicando uma leve pressao
no disco para obter uma aderéncia sobre a superficie do meio.

Cada um dos discos foi posicionado de forma a manter uma
distancia de 3 cm entre eles. Os resultados foram lidos apos
16 a 20 horas de incubacao a 35-37 C°, medindo os halos com
aajuda de uma régua milimetrada, sendo comparados com
atabela do BrCAST-2021 para a verificacdo da sensibilidade
e resisténcia aos antimicrobianos de acordo com o tamanho
dos halos de inibicdo. Foram classificadas como bactérias
multirresistentes aquelas que apresentaram resisténcia a trés
ou mais classes de antimicrobianos testados."

A capacidade de formacao de biofilme bacteriano pelas
cepas isoladas foi verificada logo apés o isolamento em placa,
uma coldnia foi suspendida em soro fisiolégico de acordo
com a escala 0,5 de McFarland e semeados nos po¢os da
placa de microdiluicao de fundo chato.?

Como controles negativos e positivos do teste, foram
utilizados trés pocos apenas com meio de cultura Tryptic
Soy Broth (TSB) (KASVI®, Sao José dos Pinhais — PR, Brasil) e
como controle positivo uma cepa de Staphylococcus aureus
semeada em triplicata. Inicialmente para a realizagdo do teste
foi adicionado em cada poco da placa de microdiluicao 150pl
de TSB e 100ul da diluicao de 0,5 na escala de McFarland,
todas as amostras foram semeadas em duplicata, e entao
levadas a estufa a 37°C por 18h a 24h, apds o crescimento
o excedente celular foi removido através de inversao, a
coloracgao se deu através de uma solugdo de cristal violeta
a 0,4%, sendo observados na microscopia éptica invertida.
Para a quantificacdo do biofilme, os isolados aderidos nos
pocos da placa de microdiluicdo foram solubilizados com
uma solucdo aquosa de acido acético (30% v/v) e submeti-
das a rotacao de 180 rpm durante 10 minutos em agitador
mecanico, a fim de que as células aderidas se soltassem da
parede do micropogo, sendo posteriormente avaliadas sob
espectrofotometria de luz UV (570nm) para a avaliacdo da
presenca de células bacterianas remanescentes.!'?

Para quantificacdo posterior, o ponto de corte do controle
negativo foi calculado em 0,088 A aderéncia do biofilme foi
classificada da seguinte forma: ndo aderente se < 0,088nm;
fracamente aderente se abs> 0,088 e < 0,176 nm; moderada-
mente aderente se abs> 0,176 nm e < 0,264 nm; e fortemente
aderente se abs> 0,264 nm.(?

RESULTADOS

As coletas realizadas geraram catorze amostras, sendo
(10 isolados) 71,42 % dos estetoscépios pertencentes a
médicos, (02 isolados) 14,28% a enfermeiras, (01 isolado)
7,14% a um fisioterapeuta e (01 isolado) 7,14% a um técnico
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de enfermagem. Foram isoladas bactérias em 92,85% dos
estetoscopios, ou seja, em treze instrumentos, sendo as
bactérias Gram-negativas da ordem Enterobacterales as mais
presentes, representando 69,23% e Staphylococcus aureus,
bactéria Gram-positiva, mostrou-se em 30,76% dos isolados
nos estetoscépios. Destes, os isolados de MRSA (Staphylo-
coccus aureus resistente a meticilina) corresponderam a 50%
dos Staphylococcus aureus isolados.

Dentre as espécies da ordem Enterobacterales encontra-
das, a Citrobacter freundii foi a mais predominante (44,44%),

Perfil de resisténcia de isolados dos estetoscopios.

em seguida a Serratia spp. (22,22%), Enterobacter ssp. (22,22%),
e Salmonella spp. (11,11%).

A maioria dos isolados bacterianos foi de estetoscopios
de profissionais do ambiente de Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), sendo um total de 08 (61,53%). Os demais foram de
profissionais de enfermarias (03 isolados/23,07%) e sala de
emergéncia (02 isolados/15,38%). Assim como a UTl apresentou
o maior nimero deisolados, também foi o setor hospitalar com
0 maior percentual (54,54%) de cepas com capacidades de
formacao de biofilmes bacterianos moderadamente aderentes.

Citrobacter spp. Enterobacter ssp. Serratia ssp. Salmonella spp. S. aureus
Resisténcia (N=4) (N=2) (N=2) (N=1) (N=4)
R S R S R S R S R S

Aztreonam 100% 0% 100% 0% 100% 0% 0% 100% -
Amoxicilina 75% 25% 50% 0% 50% 50% 100% 0% -
Ampicilina 75% 25% 50% 0% 100% 0% 100% % -
Cefotoxina 25% 75% 100% 0% 100% 0% 100% 0% -
Ceftazidima 50% 50% 50% 0% 100% 0% 50% 5% 00 -
Uindamicina - e e e e e e e 100% 0%
Eritromicina e e e e e s 100% 0%
Imipenem 25% 75% 50% 50% 50% 50% 100% % -
Gentamicna - 100% 0% 100% 50% 50% 0% 100% - e
Levofloxagna = - e e e e e e s 25% 75%
Linezoida @ - e e e e e e 0% 100%
Meropenem 0% 100% 50% 50% 50% 50% 0% 100% 25% 75%
*Oxacilina  (MRSA) - e e e e e e e 50% 50%
Piperacilina e tazobactam 25% 75% 50% 50% 50% 50% 0% 100% - -
Tetraciclina - e e e e e e s 50% 50%
Legenda: R= Resistente ao antimicrobiano in vitro testado e S= Sensivel ao antimicrobiano in vitro testado. * Testes de disco-difusao com oxacilina 3o confiéveis para predizer resisténcia a meticilina de MRSA.™

Isolados produtores de biofilme bacteriano.

) (itrobacter spp. Enterobacter ssp. Serratia ssp. Salmonella spp. S. aureus
Blofime (N=4) (N=2) (N=2) (N=1) (N=4)
Naoaderente e e e e
Fracamenteaderente - e
Moderadamente aderente 100% 100% 100% 50% 25%
Fortementeaderente - 50% 75%

Legenda: Para quantificacdo, foi calculado o ponto de corte do controle negativo de 0,088nm. A classificagio de adesdo do biofilme foi calculada da seguinte forma: ndo aderente se abs < 0,088nm; fracamente aderente se abs > 0,088 e <

0,176nm; moderadamente aderente se abs > 0,176nm e < 0,264nm; e fortemente aderente se abs > 0,264nm."?
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DISCUSSAO

Este estudo evidenciou que treze dos estetoscopios
(92,85%%) apresentavam a colonizacao de diferentes micror-
ganismos potencialmente patogénicos, sendo esse resultado
semelhante as taxas de frequéncia de microrganismos poten-
cialmente patogénicos observadas em estudos anteriores
realizados por outros pesquisadores em estetoscopios de
uso hospitalar, com taxa de colonizagdo bacteriana entre
85% a 98%.1319

Dentre os locais coletados, a UTl e a enfermaria foram os
gue apresentaram maior frequéncia de presenca de bactérias
nos estetoscopios. Nesse contexto, ha estudos que corre-
lacionam a taxa de colonizacdo bacteriana em diferentes
locais em ambito hospitalar, sendo a taxa de até 100% para
estetoscépios de UTl e 96% para os mesmos instrumentos
em enfermarias.('>19

A ordem Enterobacterales, composta por bactérias Gram-
-negativas, foi mais prevalente neste trabalho, assim como em
outros estudos envolvendo estetoscopios, com isolamento
das espécies Citrobacter spp., Salmonella spp., Enterobacter
spp., Serratia ssp."*1>'7) A maioria das bactérias Gram-negativas
presentes nesta pesquisa foi resistente a aztreonam, ampi-
cilina, amoxicilina e cefotaxima, apresentando assim esses
antibidticos baixo nivel de sensibilidade frente aos isolados in
vitro, enquanto que a gentamicina, meropenem, piperacilina
e tazobactam foram os mais sensiveis aos isolados, conforme
estudos realizados anteriormente. (17

A existéncia de bactérias gram-negativas multirresisten-
tes produtoras de beta-lactamases e carbapenemases é um
desafio no ambito hospitalar.>'7'® Este perfil de resisténcia
acaba reduzindo as possibilidades de uso de antimicrobia-
nos de amplo espectro, podendo inativar carbapenémicos,
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos, dificultando a
escolha dos antibiéticos em infeccdes graves e, consequen-
temente, aumentando as taxas de mortalidade."®

Embora a espécie Staphylococcus aureus seja um micror-
ganismo comum da microbiota da pele humana, é fato bem
documentado que esta espécie é um agente causador pri-
mario de Infeccbes Associadas a Assisténcia a Saude (IRAS).
19 Além disso, essa espécie de bactéria é um dos microrga-
nismos Gram-positivos potencialmente patogénicos mais
comumente isolados de estetoscopios. 1720

No estudo de Queiroz Junior et al.?"realizado também
em Pernambuco, foi verificado em todos os diafragmas
dos estetoscopios analisados o crescimento da espécie
Staphylococcus aureus, corroborando com os achados do

presente estudo, em que todos os estoscopios analisados
que apresentaram positividade para bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus foi a espécie isolada, sugerindo a alta
capacidade dessa bactéria em colonizar esses instrumentos
de utilizacdo em ambito hospitalar.

A maioria dos isolados de Staphylococcus aureus dessa
pesquisa apresentou maior suscetibilidade a antibidticos
das classes das oxazolidinonas (linezolida) e carbapenémi-
cos (imipenem e meropenem) e nenhuma sensibilidade a
eritromicina e clindamicina, além de 50% apresentarem-se
resisténcia a oxacilina, logo sdo classificadas essas espécies
como MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina),
dados estes que se assimilam com os ja existentes na lite-
ratura, nos quais os niveis de resisténcia de [3-lactamicos e
macrolideos sao criticos,”?? sendo até mesmo identificado
resisténcia a meticilina em todas as amostras de estetosco-
pios que apresentavam colonizacdo por bactérias do género
Staphylococcus.??

No estudo brasileiro de Garcia et al. "® também foi
verificado a presenca de bactérias Gram-positivas em este-
toscopios de uso em unidades hospitalares de Minas Gerais,
sendo detectado a presenca de espécies de MRSA em trés
amostras, correspondendo a 13,63% dos estetoscopios
analisados. Desse modo, o percentual de MRSA foi similar ao
encontrado neste estudo, sendo duas amostras positivas para
MRSA, correspondendo a 15,38% do total de estetoscopios
que apresentaram colonizacao bacteriana.

A capacidade de adesao dos isolados aos estetoscépios,
através da producdo de biofilme, apresentou-se moderada
(84,61%). Essas estruturas chamadas de biofilme representam
um modelo de agregacao que caracteriza o crescimento
bacteriano em virtude da exposicdo a ambientes favoraveis
a taxa de crescimento microbiano, além de proporcionar
capacidade de resisténcia a antimicrobianos e aumento da
resisténcia a resposta imunolégica do hospedeiro, devido a
matriz que envolve os microrganismos, dificultando o acesso
aos agentes antimicrobianos.?®

Visto que todas as bactérias desse estudo mostraram
producao de biofilme com moderada a fraca adesao, a for-
macao de biofilmes bacterianos predispde a um maior risco
a saude dos pacientes em ambito hospitalar.?? A colonizacao
bacteriana no diafragma do estetoscopio pode proporcionar
que as células das bactérias Gram-negativas permanecam
vidveis por um periodo maior que o estimado, superior a
oito horas, enquanto que as bactérias Gram-positivas podem
permanecer vidveis por um periodo ainda maior, até meses
com aformacao de biofilmes bacterianos multirresistentes.
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CONCLUSAO

Este estudo verificou uma presenca de bactérias mul-
tirresistentes em 92,85% dos estetoscdpios avaliados, com
uma maior frequéncia de Enterobacterales em relacdo a
Staphylococcus aureus. Foi constatada ainda a presenca de
microrganismos formadores de biofilme bacteriano com
moderada aderéncia. Sendo assim, os estetoscopios analisa-
dos podem ser, em potencial, fonte de infeccdo cruzada no
ambiente hospitalar, indicando aimportancia da realizacao de
desinfeccdo rigorosa dos mesmos, bem como a necessidade
de educacao continuada dos profissionais de saude acerca
da limpeza adequada de tais instrumentos.
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