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COSTA LUCIANO, C. Acao de detergentes e desinfetantes em biofilme
tradicional e buildup no modelo MBEC. 2016. 166p. Tese (Doutorado).
Faculdade de Enfermagem, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2016.

INTRODUCAO: Endoscopios Gastrointestinais Flexiveis (EGF) s&o utilizados para
procedimentos de diagndstico e terapéutica, classificados como Produtos Para
Saude (PPS) semicriticos, que necessitam ser submetidos ao processamento de
Desinfecgcdo de Alto Nivel (DAN) entre usuarios. Os designs dos EGF sao
complexos, dificultando o processamento e favorecem a ocorréncia de falhas que
contribuem para o acumulo de matéria organica na superficie dos canais internos
dos endoscopios e para a formagdo do biofime. OBJETIVO: Desenvolver um
modelo de acumulagédo de Biofilme Buildup (BBF), baseado em exposi¢cao repetida
de solo teste, contendo Entercoccus faecalis e Pseudomonas aeruginosa por meio
de ciclos repetidos de fixagdo e avaliar a capacidade de detergentes e desinfetantes
para destruir e remover Bactérias nos Biofilmes Tradicional (TBF) e buildup.
MATERIAIS E METODOS: O TBF foi desenvolvido em MBEC™ peg, sem
hidroxiapatita, e o BBF, com hidroxiapatita, ao longo de oito dias. Para o
desenvolvimento de ambos os biofilmes, utilizaram-se E. faecalis e P. aeruginosa,
contendo 8 logqy, unidades formadoras de colbnias por centimetros cubicos
(UFC/cm?). Testaram-se os detergentes, Prolystica enzimatica (D1), Prolystica
Neutro (D2), Neodisher (D3) e Endozime (D4) isoladamente e em combinagdo com o
Glutaraldeido (GLUT), Ortoftaldeido (OPA) e Acelerador Peréxido de Hidrogénio
(APH) para determinar se ambos os biofilmes poderiam ser removidos. Avaliou-se a
remogao dos biofilmes tradicional e buidulp, utilizando contagem de bactérias
viaveis, quantificacdo de proteina e carboidratos e por meio da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). RESULTADOS: Apds oito dias de desenvolvimento
BBF, foram atingidos 6,14 logio UFC/cm? de E. faecalis e 7,71 logio UFC/cm? de P.
aeruginosa. Nenhum dos detergentes e desinfetantes conseguiu remover os
biofilmes tradicional e buildup ou reduzir o nivel de bactérias. A combinacido de
detergentes e desinfetantes testada em BBF proporcionou uma reducdo de 3 a 5
log1o em bactérias viaveis, mas nenhuma combinagao pdde proporcionar a redugao
esperada de logo. Apenas Prolystica enzimatica e Endozime removeram ambos E.
faecalis (3,90 logio unidades formadoras de colénias por mililitros (UFC/mL) e P.
aeruginosa (3,96 logiy UFC/mL) em bactérias em suspensdo. Nenhum dos
detergentes testados removeu > 1 logio UFC/cm? das bactérias dentro do biofilme
tradicional. Nenhuma combinacao de detergente e desinfetante de alto nivel reduziu
o nivel de ambos E. faecalis e P. aeruginosa do interior de biofilme tradicional (3 a 5
log1o UFC/cm?). Embora a combinagdo de Endozime e Glutaraldeido reduziu 6 log'®,
ndo eliminou ambas as bactérias no biofilme tradicional. CONCLUSAO: Os dados
indicam que, se TBF e BBF acumularem nos canais de EGF durante ciclos repetidos
de processamento, nem os detergentes nem os desinfetantes de alto nivel iréo
fornecer o nivel esperado de sua remoc¢ao ou destruicdo bacteriana. Pesquisas
futuras, utilizando o modelo buildup, podem ajudar a desenvolver novos métodos de
limpeza e desinfec¢ado que consigam evitar ou eliminar a BBF dentro dos canais do
endoscopio.

PALAVRAS-CHAVE: Endoscépios gastrointestinais, Biofilmes e Desinfecgao.
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COSTA LUCIANO, C. Action of detergents and disinfectants in traditional
biofilm and buildup in the MBEC model. 2016. 166p. Thesis (Doctorate). Faculty
of Nursing, Federal University of Goias, Goiania, 2016.

INTRODUCTION: Flexible Gastrointestinal Endoscopes (FGE) are used for
diagnostic and therapeutic procedures, classified as semicritical health products
(HP), requiring High-Level Disinfection (HLD) processing among users. The FGE
designs are complex, making it difficult to process and favor the occurrence of faults
that contribute to the accumulation of organic matter on the surface of the internal
channels of the endoscopes, contributing to the formation of the biofilm.
OBJECTIVE: To develop a Biofilm Buildup (BBF) accumulation model, based on
repeated exposure of test soil containing Entercoccus faecalis and Pseudomonas
aeruginosa by means of repeated cycles of fixation and to evaluate the ability of
detergents and disinfectants to destroy and remove bacteria in the Traditional Biofilm
(TBF) and Buildup. MATERIALS AND METHODS: TBF was developed in MBEC ™
peg, without hydroxyapatite, and BBF, with hydroxyapatite, over a period of eight
days. For the development of both biofilms, E. faecalis and P. aeruginosa, containing
8 log1o, colony forming units per cubic centimeters (CFU/cm?) were used. Prolystica
Enzymatic (D1), Prolystica Neutral (D2), Neodisher (D3) and Endozime (D4) were
tested alone and in combination with Glutaraldehyde (GLUT), Orthophthaldehyde
(OPA) and Hydrogen Peroxide Accelerator (APH) to determine if both biofilms could
be removed. The removal of the traditional biofilm and buidulp, using viable bacteria
count, quantification of protein and carbohydrates and by means of scanning electron
microscopy (SEM) was evaluated. RESULTS: After eight days of BBF development,
6.14 logio CFU/cm? of E. faecalis and 7.71 logio CFU/cm? of P. aeruginosa were
reached. None of the detergents and disinfectants have been able to remove the
traditional biofilms and buildup or reduce the level of bacteria. The combination of
detergents and disinfectants tested in BBF provided a reduction of 3 to 5 logq in
viable bacteria, but no combination could provide the expected reduction of | logo.
Only enzyme Prolystica and Endozime removed both E. faecalis (3.90 logo colony
forming units per milliliter (CFU/mL)) and P. aeruginosa (3.96 logiy CFU/mL) in
suspension bacteria. None of the detergents tested removed > 1 logio CFU/cm? from
the bacteria within the traditional biofilm. No combination of high-level disinfectant
and detergent reduced the level of both E. faecalis and P. aeruginosa from the
traditional biofilm interior (3 to 5 logiy CFU/cm?). Although the combination of
Endozyme and Glutaraldehyde reduced 6 log1o, it did not eliminate both bacteria in
the traditional biofilm. CONCLUSION: Data indicate that if TBF and BBF accumulate
in the EGF channels during repeated processing cycles, neither detergents nor high
level disinfectants will provide the expected level of bacterial removal or destruction.
Future research using the buildup model can help develop new cleaning and
disinfection methods that can prevent or eliminate the BBF within the endoscope
channels.

KEYWORDS: Gastrointestinal Endoscopes, Biofilms and Disinfection.
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COSTA LUCIANO, C. Detergentes y desinfectantes de accion en la
acumulacion de biofilm tradicional y en el modelo de MBEC. 2016. 166p. Tesis
(Doctorado). Escuela de Enfermeria de la Universidad Federal de Goias,
Goiania, 2016.

INTRODUCCION: Gastrointestinal Endoscopios Flexibles (GEF) se utilizan para
procedimientos diagndsticos y terapéuticos, distintos a los Productos Sanitarios (PS)
semi-critica y que han de ser sometido al proceso de Desinfeccion de Alto Nivel
(DAN) entre los usuarios. Los disefios de la GEF son complejos, el procesamiento
dificil y favorecien la aparicién de fallos que contribuyen a la acumulacién de materia
organica en la superficie de los canales internos de los endoscopios, contribuyendo
a la formaciéon de biopeliculas. OBJETIVO: Para desarrollar un modelo de
acumulaciéon de la Acumulacién de Biofilm (BBF), sobre la base de suciedad de
ensayo que contiene la exposicion repetida Entercoccus faecalis y P. aeruginosa por
ciclos repetidos de montaje y la evaluacién de la capacidad de los detergentes y
desinfectantes para la destruccion y eliminacion de bacterias en la Biopelicula
Tradicional (TBF) y la acumulacién. MATERIAL Y METODOS: El TBF se desarrolld
en MBEC ™ PEG sin hidroxiapatita, hidroxiapatita y con BBF mas de ocho dias.
Para el desarrollo de ambos biofilms, utilizado para E. faecalis y P. aeruginosa que
contiene 8 unidades formadoras de colonias log1o por centimetro cubico (UFC/cm?).
detergentes, enzimaticos Prolystica se ensayaron (D1), Prolystica Neutral (D2)
Neodisher (D3) y Endozime (D4) solo y en combinacion con Glutaraldehido (GLUT)
Ortoftaldeido (OPA) y Perédxido de Hidrogeno del Acelerador (HDA) para determinar
si podrian eliminarse ambos biofilms. Se evalud la eliminacién de biopeliculas
tradicionales y buildup utilizando recuento de bacteriais viables, la cuantificacién de
proteinas y carbohidratos y por Microscopia Electronica de Barrido (MEB).
RESULTADOS: Después de ocho dias de desarrollo BBF se vieron afectados 6,14
log1o UFC/cm? E. faecalis y 7,71 logio UFC/cm? de P. aeruginosa. Ninguno de los
detergentes y desinfectantes podria eliminar la acumulacion de biopeliculas
tradicional y o reducir el nivel de bacterias. La combinacion de detergentes y
desinfectantes ensayados proporcionan una BBF reduccién de 3 a 5 log1o bacterias
viables, pero cualquier combinacion puede proporcionar la reduccion esperada en
logio. Unica enzima Prolystica y Endozime eliminan tanto en E. faecalis (3,90
unidades formadoras de colonias por mililitro logio (CFU/mL)) y P. aeruginosa (3,96
logio UFC/mL) de las bacterias en suspension. Ninguno de los detergentes
ensayados retira > 1 logio UFC/cm? de bacterias en el biofilm tradicional. Ninguna
combinacién de detergente y desinfectante de alto nivel redujo el nivel de ambos E.
faecalis y P. aeruginosa dentro de la biopelicula tradicional (3 a 5 logg UFC/cm?).
Aunque la combinacién de glutaraldehido y Endozime 6 logso reduce, no eliminado
en ambas bacterias de biopelicula tradicional. CONCLUSION: Los datos indican que
si TBF y BBF se acumulan en los canales de EGF durante repetidos ciclos de
procesamiento, o detergentes o desinfectantes de alto nivel proporcionara el nivel
esperado de la eliminacién o destruccién bacteriana. Las investigaciones futuras
utilizando el modelo de acumulacion puede ayudar a nuevos métodos de limpieza y
desinfeccion que pueden evitar o eliminar BBF dentro de los canales del endoscopio.

PALABRAS CLAVE: Los endoscopios gastrointestinales, las biopeliculas y
desinfeccion.
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APRESENTACAO

Em toda a minha jornada de 10 anos como Enfermeira, sempre mantive o
interesse pela area de prevencdao e controle de infeccdo, de forma direta e
indiretamente. Durante a minha graduacgao, tive a oportunidade de realizar meu
Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) e estagio supervisionado na area de Centro
Cirargico (CC), quando minhas preocupacgdes e indagagdes se voltaram para o
estado emocional do paciente cirurgico no pré-operatério. Entretanto, no decorrer
desta trajetéria, despertaram o interesse e as inquietagdes em aprofundar no estudo
do risco para infeccdo na assistencia a saude e seu controle-

Ao concluir o mestrado na area de genética, iniciei os investimentos no
aprendizado e aprimoramento sobre as Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS) de forma a contribuir para a minha exceléncia profissional como
Enfermeira. Assim, essa busca foi ratificada, em oportunidade, com a minha
integracdo ao Nucleo de Estudos e Pesquisa de Enfermagem em Prevencgao e
Controle de Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (NEPIH), da Faculdade
de Enfermagem (FEN) da Universidade Federal de Goias (UFG).

Durante o cumprimento da matriz curricular do doutorado, realizei o estagio
docéncia da disciplina de Centro de Material Esterilizagcdo (CME), sob coordenagéao
e orientagdo da Professora Dr® Anaclara. A participagdo nessa disciplina,
acompanhando os alunos da graduagcédo, pdde amadurecer e fortalecer,
definitivamente, o desejo em aprimorar meus conhecimentos cientificos na area de
controle de infeccio hospitalar, sobretudo, porque o profissional Enfermeiro tem uma
ligacdo continua e extremamente importante na promoc¢do de uma assisténcia
segura, sendo esta area fundamental deste pressuposto.

Na assisténcia aos servigos de saude, ha uma imensa demanda de pacientes
que necessita de Produtos Para Saude (PPS), que sao rotineiramente submetidos
ao processamento, estando as etapas e controle de qualidade sob a
responsabilidade do Enfermeiro. Durante a minha pratica profissional como
Enfermeira, presenciei recorrentemente a falta de cuidado com o processamento de
PPS, por vezes, relegado a importancia secundaria. Sempre causou-me angustia e
ansiedade em pensar que pacientes buscam a rede de assisténcia, para a
realizacdo de um exame de controle ou diagnéstico, como uma endoscopia por

exemplo, e pode sair contaminado por micro-organismos e desenvolver uma IRAS.
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Estas e outras situagcbes de assisténcia inseguras direcionaram-me ao
aprofundamento sobre processamento de PPS.

Gradativamente houve o refinamento do turbilhamento de ideias e
inquietacbes presentes na minha trajetéria profissional a fim de que pudéssemos
responder aos desafios da pratica clinica, resultados que ora apresentamos aqui
sobre a perspectiva do processamento de endoscopios. Apresentaremos e
discutiremos a formacgao e desenvolvimento de Biofilmes Buildup (BBF) e Tradicional
(TBF), simulando a possivel formacao de biofiime em canais de endoscopios, e sua
destruicdo e remocgao com o uso de diferentes detergentes na etapa de limpeza e
Desinfetantes de Alto Nivel (DAN), utilizados no processo de desinfecgdo destes
aparelhos.

A pesquisa esta estruturada em oito partes (introducéo, objetivos, referencial
tedrico, metodologia, resultados e discussao, conclusdo e consideracdes finais). Os
resultados e discussao foram apresentados em formato de artigos cientificos, sendo
o primeiro intitulado “Avaliagdo da habilidade de diferentes detergentes e
desinfetantes na destruicdo e remogao de micro-organismos no biofilme
tradicional” e o segundo “Novo modelo do biofilme buildup simulando a

acumulagao de material nos canais de endoscépios flexiveis”.



33

1. INTRODUGAO
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Procedimentos de endoscopia sao realizados diariamente por meio de
endoscopios gastrointestinais flexiveis (EGF) amplamente utilizados na area médica
para realizagcdo de procedimentos minimamente invasivos, tanto para diagnéstico
quanto terapéutica (RUTALA; WEBER, 2004; ALFA et al., 2012a; KOVALEVA,;
BUSS, 2012; FUSHIMI et al., 2013). Por exemplo, EGF em condi¢ées mundiais € o
padrdo ouro para o diagnéstico de cancer gastrico, ulceras gastricas e ulceras
duodenais (RUTALA; WEBER, 2004; SGNA, 2013).

Os endoscoépios sao aprovados para reutilizagdo apés o uso, apesar de
apresentarem um design complexo, com presenga de estreitos e longos lumens
compostos internamente por politetrafluoretieno (PTFE) (SOBEEG, 2005;
BALSAMO et al., 2012; KNUDSON, 2014; AAMI, 2015). Conforme o Food and Drug
Administration (FDA), os fabricantes de dispositivos reutilizaveis devem considerar
projetos que facilitem a limpeza, bem como o processamento do equipamento, ou
desinfeccao e/ou esterilizagdo necessarias para o reuso (FDA, 2015a).

A Sociedade Brasileira de Enfermagem em Endoscopia Gastrointestinal
(SOBEEG) classifica os EGF como reutilizaveis. Estes equipamentos entram em
contato com membrana e mucosas durante procedimentos de endoscopia,
resultando em niveis elevados de contaminagdao microbiana na superficie e no
interior dos canais do dispositivo (SOBEEG, 2005), e o seu design favorece o
acumulo de bioburden’ por micro-organismos apds o uso, dificultando o
processamento, na etapa da limpeza e desinfeccao (AUMERAN et al., 2012).

Essa presenca de bioburden’ tem a capacidade de originar o
desenvolvimento de biofilmes, que sdo multicamadas de células bacterianas ou
fungos, denominadas comunidade séssil, embebidas em matriz autoexcretada
composta por polissacarideos, glicoproteinas, proteinas, carboidratos, material
genético e destritos de células mortas que aderem facilmente a superficie dos
endoscopios. A remocao desses biofilmes do interior dos canais dos instrumentos é
um desafio, além de estarem relacionados com surtos de infeccbes (DOLAN;
COSTERTON, 2001; DOLAN; COSTERTON, 2002; FANG et al., 2010; KOVALEVA
et al., 2010; BRIDIER et al., 2012).

'Bioburden ¢ a carga de contaminagao microbiana adquirida dentro da cavidade do corpo humano
durante o uso dos endoscépios flexiveis (RUTALA; WEBER, 2004).
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Incidéncias de infecgdes podem estar associadas ao nivel de alteragdes da
superficie do endoscoépio e a correlacdo de quantas vezes o equipamento foi
utilizado, podendo danificar os canais, os quais possuem um tempo de vida entre
cinco a 10 anos. O tempo de uso destes dispositivos tem correlagcdo com o risco de
contaminacgao, sendo que, quanto mais velho o endoscopio, maior a possibilidade de
danificagdo dos seus canais internos e maior a facilidade de contaminagao e
desenvolvimento de biofilmes (LEE et al., 2015).

O sistema de classificacdo dos Produtos Para Saude (PPS), desenvolvido
pelo Doutor Earle H. Spaulding em 1968 (SPAULDING, 1968) tem resistido ao
tempo e continua sendo usado nos dias atuais para a definicdo dos métodos de
processamento (ASGE, 2011; AORN, 2017). Esta proposta separa em trés
categorias os PPS considerando potencial de transmissdo de micro-organismos
causadores de infeccdo durante o uso destes materiais, classificados em: criticos,
semicriticos e nao criticos (SPAULDING, 1968; SOBECC, 2013; AORN, 2017).

Conforme classificacdo mencionada acima, o0s endoscopios sao
equipamentos semicriticos, pois entram em contato com mucosa n&o intacta
(RUTALA; WEBER, 2004; ASGE, 2011; SOBEEG, 2005; SGNA, 2013; AORN,
2017). Esse contato direto com o Trato Gastrointestinal (TGI) contamina o
endoscopio, por isso necessita de limpeza, desinfecgdo ou esterilizacdo (RUTALA;
WEBER, 2004; SOBEEG, 2005; ASGE, 2011; SGNA, 2013), conforme instrugdes do
fabricante (KNUDSON, 2014).

Sdo recomendados pelo FDA, nos Estados Unidos, uma limpeza e
desinfeccédo de alto nivel (DAN) (FDA, 2015a; AORN, 2017), corroborando as
recomendacgdes brasileiras, em que o método predominante de processamento dos
EGF é a DAN em glutaraldeido (GLUT) a 2% (SOBEEG, 2005).

Porém, existe possibilidade de envolvimento com perda da mucosa gastrica
nos procedimentos com endoscoépios, por exemplo, no momento da bidpsia,
enquadrando estes equipamentos a condicdo de criticos (AORN, 2017). Assim, o
processo indicado seria a esterilizacdo, mas esses aparelhos ndo resistem a
esterilizacdo pelos métodos convencionais, devido a constituicio de materiais
sensiveis a alta temperatura (SOBEEG, 2005). Dessa forma, a caracteristica de
termossensibilidade dos endoscoépios inviabiliza a esterilizacdo por meio de
autoclave, que podera ser esterilizado por métodos a baixa temperatura, como
Oxido de Etileno (ETO), Plasma de Perdxido de Hidrogénio (PPH), Acido Peracético
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(AP) ou esterilizante constituido pelos dois ultimos produtos (SOBEEG, 2005; CDC,
2008).

O processamento adequado dos EGF e seus componentes € uma parte
essencial da seguranca e qualidade da Endoscopia Digestiva Alta (EDA). Desde
1994, o Comité de Diretrizes da Sociedade Europeia de Endoscopia Gastrointestinal
(ESGE) e a Sociedade Europeia de Gastroenterologia e Enfermeiros Associados a
Endoscopia (ESGENA) desenvolvem uma série de orientagdes e diretrizes voltadas
para o processamento e controle de infeccdo associados aos procedimentos
endoscoépios (BEILENHOFF et al., 2008).

O processamento de EGF ¢, predominantemente, manual e propenso ao erro,
embora existam processadores automatizados que validam limpeza em varios
niveis. Para garantir a segurancga do préximo paciente nos servigos de endoscopia, é
necessario que ocorram todas as etapas do processamento, que consistem em pré-
lavagem do endoscopio na cabeceira, limpeza manual, seguida de DAN ou
esterilizagdo, posteriormente, enxague e secagem completa antes de armazenar
(SOBEEG, 2005; CDC, 2008; ALFA; HOWIE, 2009a, b; CDC, 2011; ALFA et al.,
2012b; ALFA; FATIMA; OLSON, 2013; SGNA, 2013).

Partindo-se do principio de que todos os pacientes deverao ser considerados,
potencialmente, de risco para a transmissao de micro-organismos infecciosos, exige-
se rigor em todas as etapas, independente das condigbes clinicas apresentadas
(BRASIL, 2006; BSG, 2008).

Embora a incidéncia de infecgao associada a utilizacao de EGF é considerada
baixa, sendo um em 1,8 milhdes de procedimentos (ASGE, 2008), um recente surto
com Klebsiella pneumoniae foi associada a lacunas de processamento dos
endoscopios, mais precisamente dos duodenoscépios (GASTMEIER, VONBERG,
2014).

Lacunas no processamento de endoscopios também foram demonstradas em
relatorios recentes de taxas de infecgdes, por surtos com micro-organismos
multirresistentes (MMR), decorrentes de duodenoscépios contaminados em
endoscopias retrogradas por colangiopancreatografia (ERCP) (KOVALEVA et al.,
2009; EPSTEIN et al., 2014; WENDORF et al., 2015). Muitos destes estudos
sugerem que a sobrevivéncia de MMR, apds o processamento de endoscopios,
pode ser devido a formagao de biofiime (KOVALEVA et al., 2010; EPSTEIN et al.,
2014; WENDOREF et al., 2015).
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Diante do exposto, levantam-se o0s seguintes questionamentos: A
contaminagao dos canais internos de endoscoépios leva ao desenvolvimento do
biofilme buildup quando submetidos a ciclos repetidos de desinfecgcao de alto nivel?
Os detergentes e os desinfetantes de alto nivel sdo capazes de destruir ou remover
biofilmes presentes nos canais internos de endoscopios?

Respostas a esses questionamentos poderdo auxiliar na definicdo de
indicadores de qualidade no processamento de EGF e contribuir diretamente com a
pratica do enfermeiro, profissional que atua como responsavel técnico do CME e
unidades de endoscopias.

Sabe-se que o processamento dos EGF é em grande parte manual e que
falhas podem ocorrer devido a erros humanos, e a presenga de contaminagao nos
canais de endoscoépios € um grande determinante para o desenvolvimento de
biofilmes e infecgdes. Por outro lado, erros subsequentes no processamento vém
contribuindo para a formacéao do biofilme.

Assim, o estudo pode auxiliar na construcido de protocolos, voltados para a
melhoria das etapas do processamento desses equipamentos que requerem
capacidade operativa para implementacado das agdes, além da expertise necessaria
dos Trabalhadores da Area da Saude (TAS) envolvidos de forma direta com o
processamento (COSTA et al.,, 2011), visando a seguranga do paciente submetido
ao procedimento. Nesse sentido, necessita-se de busca constante de alternativas
eficientes e eficazes para a destruicdo e remocido de biofilmes bacterianos nos
canais de endoscopios, visando ao reuso seguro e consequente diminuicdo de
surtos de infecgoes.

O biofilme encontra-se presente em grande numero de casos de infecgdes, €
um desafio para as Comissdes de Controle de Infec¢cado Hospitalar (CCIH) no que diz
respeito a seu controle e prevencdo. Um outro caminho para diminuigao dos surtos
associados aos usos de endoscopios seria 0 emprego de saneantes que possuem a
capacidade de eliminar os biofiimes que foram desenvolvidos. No mercado de
saneantes, tém-se varios produtos que afirmam destruir ou remover os biofilmes,

entretanto poucos estudos avaliam essa capacidade.
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

* Avaliar a acao de detergentes e desinfetantes de alto nivel na destruigao e

remogao de micro-organismos presentes nos biofilmes tradicional e buildup.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um novo modelo de biofilme buildup.

* Mensurar o bioburden com contagem de unidades formadoras de colénias por

mililitro (UFC/mL), no desenvolvimento dos biofilmes tradicional e buildup.

* Determinar a contagem de proteinas e carboidratos presentes nos biofilmes

tradicional e buildup.

» Verificar a eficacia de detergentes e desinfetantes em destruir e remover os

biofilmes tradicional e buildup em MBEC™ model.
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3. REVISAO DA LITERATURA
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3.1 ENDOSCOPIOS FLEXIVEIS NA PRATICA CLINICA

Os endoscépios séo destinados para a visualizagao interna de 6rgaos, e esse
conceito foi criado por Philippe Bozzini (1773 — 1809), um jovem médico aleméao,
que afirmava que uma pequena ferida ou orificio natural possibilitava uma visao
interior da fisiologia humana. O primeiro endoscopio utilizado foi um instrumento que
usava luz de vela e espelho céncavo para inspecido das estruturas humanas. Em
1845, Desormeaux, urulogista francés, introduziu o termo endoscopia e em 1879,
Max Nitze, em Viena, descreveu o primeiro sistema endoscoépio que continha uma
série de lentes (ROMERO; SILVA; AGUIAR, 2010).

Com o desenvolvimento tecnolégico na area da saude, ocorrido nas ultimas
décadas, houve um impulso e aumento da produgdao de diversos produtos na
assisténcia hospitalar, dentre eles, os equipamentos endoscopios que, atualmente,
possuem uma abordagem minimamente invasiva (COSTA, 2015). Os aparelhos de
endoscopia foram introduzidos na pratica clinica nos anos 60, como sendo
equipamentos de conformacgao rigida e, desde entdo, sdo utilizados em todo o
mundo para visualizar, detectar, diagnosticar e tratar diversas alteragdes médicas
(ALFA et al., 2002; COSTA, 2015).

Frente a evolucido de dispositivos médicos, os endoscoépios inicialmente
rigidos evoluiram para equipamentos flexiveis, os quais passaram a permitir
diversas angulagdes, facilitando a visualizagdo no momento do exame e
minimizando eventos adversos nas estruturas internas dos pacientes (COSTA,
2015).

Estimam-se, nos Estados Unidos, mais de 23 milhdes de ambulatérios de
endoscopia e mais de 10 milhdes de procedimentos realizados anualmente usando
EGF (ALFA; OLSON; DEGAGNE, 2006; ZHANG et al., 2011; HOLODNIY et al.,
2012). Em Osaka, no Japao, sao realizados, aproximadamente, sete milhdes de
endoscopia e procedimentos de diagnésticos e tratamentos por ano (FUSHIMI et al.,
2013).

Os endoscoépios sao equipamentos diariamente manuseados em clinicas e
possuem inventario restrito, pois sao utilizados em servigos especializados com alta
demanda de exames e considerados de alto custo (valor aproximado de R$ 60.000),

constituidos por material flexivel com luz e camera de video, destinados a
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procedimentos minimamente invasivos (Figura 01) (FORTE; SHUM, 2011,
BALSAMO et al., 2012; KNUDSON, 2014).

Os Endoscopios Gastrointestinais Flexiveis (EGF) possuem um desenho com
caracteristicas estruturais, conforme figura 01, constituidos de fibra ética, compostos
por botées de controle, denominados cabecga, (video remoto), tubo de inserc¢ao, que
abriga lumens longos e canais estreitos, como os de ar/agua e de sucgao/biopsia,
além de diversos orificios, fendas e valvulas, constituindo um design complexo. A
imagem proveniente da fonte de luz dos EGF é projetada no monitor do aparelho de
endoscopia, permitindo, assim, melhor compreensdo das estruturas analisadas,
facilita a retirada de fragmentos para biopsia e possibilita a impressdo de imagens
(ALFA; HOWIE, 2009a,b; RIBEIRO, 2011).

Conector da
fonte de Luz

Canais internos,
ar/agua, sucgdo/
bidpsia

Monitor do
aparelho de
endoscopia

i

Entrada da pinga de
bidpsia

Figura 01: Design do aparelho de endoscopia gastrointestinal flexivel

Fonte: (llustragdo adaptada e modificada) https://www.googleimagens.com.br
(acesso em 01/03/2017)

No interior da por¢cao denominada “tudo de inser¢ao”, encontram-se os canais
do EGF e um lumen, para a condugao de imagem e luz por meio de fibra é6tica. Pelo
canal de sucgao/bidpsia, as pingas sao inseridas para remogao de fragmentos, e as
secregbes dos pacientes sdo aspiradas. Pelo canal de ar/agua, o ar é inserido,
visando a distensdo do 6rgdo a ser analisado e a agua para limpar a lente do
equipamento (ALFA; HOWIE, 2009a,b; RIBEIRO; 2011). O didametro dos canais

depende da marca do endoscépio, entretanto a média do didmetro é de 9,2
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milimetros (mm), tanto na extremidade distal quanto no tubo de insergéo, sendo que,
nos canais de succao/biopsia, a variacdo é de dois a quatro milimetros de didmetro,
e do de ar/agua, de apenas um milimetro.

Conforme o Centers for Diseases Control and Prevention (CDC), a
caracteristica de flexibilidade dos endoscépios, como por exemplo, o0s
gastrointestinais, permite a introdugdo do equipamento no Trato Gastrointestinal
(TGI) (boca, es6fago, duodeno, intestino delgado e grosso, reto e &nus) com menos
resisténcia em relacdo aqueles de conformacéao rigida e consequente redugao de
complicagdes traumaticas para o paciente. Alguns tipos de equipamentos flexiveis
permitem, ainda, o exame completo do 6rgao analisado, ja que a extremidade distal
do tubo de insercdo pode se movimentar, facilitando a movimentagcao em diferentes
angulos (CDC, 2008; 2011).

A angulacdo permitida das extremidades distais dos EGF é diferente de
acordo com marca e modelo dos mesmos, porém todos permitem movimento
angular para melhor visualizagado do érgéo analisado (CDC, 2008; 2011). Segundo
Hervé e Keevil (2013), essa extremidade distal possui cavidades as quais
possibilitam a flexibilidade do mesmo e tém dobradicas que permitem a deposicao
de contaminantes como fluidos corporais dos pacientes, dificultando o
processamento do equipamento, inclusive a etapa da limpeza, sendo indicadores de
surto de infeccoes.

A unidade de endoscopia destinada aos servigos de saude € um componente
essencial no auxilio a diagndstico e tratamento de doengas, tais como disturbios
gastricos, cancer gastrico, Ulceras gastricas e duodenais, além de hemorragias
internas (FORTE; SHUM, 2011; PARK et al., 2013; FUSHIMI et al., 2013). Segundo
a Public Heath Agency of Canada (PHAC), os endoscopios flexiveis fazem
diagndstico de diversas patologias, com a possibilidade de visualizagédo e coleta de
amostras, bem como propostas terapéuticas (PHAC, 2010).

Os endoscopios sdao abordados em muitas guidelinesz, podendo ser um
dispositivo utilizado em muitas condi¢des, envolvendo Trato Respiratorio (TR), os
broncoscopios, eséfago, estbmago e partes do intestino; os gastroscopios, trato

biliar e pancreas; os duodenoscdpios, intestino grosso; os colonoscopios, bexiga e

? Guidelines: conjunto de regras ou diretrizes para determinado assunto que esta sendo abordado
(Fonte: http://www.dclick.com.br/2012/01/29/guidelines/).
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ureter; os cistoscépios, além dos equipamentos utilizados em cirurgias como o0s
artroscépios, para visualizagao do joelho (PHAC, 2010). Entretanto, a colonoscopia
€ padrao ouro para o diagnéstico precoce de cancer de colon, e a endoscopia, para
o cancer gastrico (ALFA; HOWIE, 2009a,b).

Além dos exames de rotina, os endoscopios flexiveis podem ser utilizados,
também, em intervengdes cirurgicas, como cirurgias laparoscopicas, tendo uma
larga aplicagdo em multiplas areas da medicina (ALFA; OLSON; DEGAGNE; 2006),
pois possibilitam procedimentos minimamente invasivos (FORTE; SHUM, 2011).
Contudo, esses equipamentos sao utilizados em maior escala para procedimentos
clinicos.

O procedimento de Endoscopia Digestiva Alta (EDA) comegou a ser realizado
na década de 1950, no Brasil, e consiste em introduzir um aparelho tubular pela
boca do paciente com a finalidade de visualizar o eséfago, estémago, duodeno e, se
necessario, remover fragmentos para realizar biépsias da mucosa para caracterizar
a natureza anatomopatoldgica de possiveis alteragdes (Figura 02) (SAKAE et al.,
2012).

Endoscopia Digestiva Alta (EDA)

Mucosa do
Estdmago

Endoscopio
Interior do Estomago

Endoscopio
Interior do Estdmago

Luz Bidpsia

Figura 02: Procedimento de endoscopia - Endoscopia digestiva alta
Fonte: adaptada e modificada https://www.google.com.br/search / e
http://www.olympuslatinoamerica.com/ (acesso em 01/03/2017)
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Os EGF podem se tornar contaminados com sangue, secreg¢des e micro-
organismos durante a utilizagdo. Estes instrumentos sio dificeis de limpar e
desinfetar, além de possuir um design, com lumens estreitos e multiplos canais
internos (KOVALERA et al., 2013). As consequéncias do uso de endoscopios

contaminados € um tema recorrente na literatura, podendo resultar em IRAS.

3.1.1 TRANSMISSAO DE PATOGENOS POR MEIO DE ENDOSCOPIOS
FLEXIVEIS

Os procedimentos minimamente invasivos ou nao invasivos, decorrentes de
procedimentos endoscépios, possuem risco de transmissdo de patdégenos por meio
do contato com um dispositivo € mucosas ou tecidos nao colonizados do paciente
(VERFAILLIE, 2015). E dificil mensurar a relagdo causal entre endoscopia e
transmissao de patdégenos por varias razdes, tais como, longo periodo de laténcia
dos micro-organismos, sintomas subclinicos e a associagdo ndo reconhecida de
infeccao por endoscopias anteriores (BARBOSA et al., 2010; HONG; LIM, 2013).

Para Lee et al. (2015) a maioria das infecgbes ocorrida, durante
procedimentos de endoscopia, € causada por bactérias, seguida por virus, fungos,
protozoarios e prions. Essas infecgbes sdo divididas em infecgbes enddgenas e
exdgenas (LEE et al, 2015). Os fatores enddgenos s&o: idade, uso de
imunossupressores, antimicrobianos, estado nutricional, presenca de doenca
cronica, tempo prolongado de internagdo e os exdégenos sao: infecgdes cruzadas,
procedimentos invasivos, uso de equipamentos contaminados, baixa adesdo a
Higienizagado das Maos (HM), limpeza e desinfecgdo inadequadas do ambiente e do
equipamento (CARVALHO et al., 2012).

Conforme Lee e Park (2013), as infecgdes enddégenas ocorrem quando 0s
micro-organismos colonizados em TR ou TGl alcangam a Corrente Sanguinea (CS),
iniciando um processo infeccioso. Neste caso, os micro-organismos Escherichia col,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Enterococcus sdo as espécies mais
frequentemente isoladas em surtos de EGF e broncoscépios (KOVALERA et al.,
2013).

Nas infecgdes exdgenas, 0s micro-organismos mais frequentemente
associados a transmissao sdo Pseudomonas aeruginosa e Salmonella spp. Estes

micro-organismos podem ser transmitidos por pacientes ou equipamento
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contaminado, resultante de falhas no processamento devido a danificacdo dos
canais internos dos endoscépios (CDC, 2008; 2011; KOVALERA et al., 2013, AORN,
2017). Entretanto, as infecgdes exdgenas relacionadas ao uso dos endoscoépios séo
pouco relatadas na literatura (KOVALEVA et al., 2009; HOLODNIY et al., 2012,
HONG,; LIM, 2013; LEE et al., 2015).

Essa transmissao pode originar devido a alguns fatores principais: falhas no
processamento (limpeza e desinfecgédo inadequadas), exposi¢ao do endoscopio ao
micro-organismo (formagéo de biofilme), design do endoscopio (estreitos e longos
lumens) e vida util do aparelho de endoscopia (superficie dos canais internos
danificada) (RUTALA, WEBER; 2008).

As falhas no processamento, devido a impossibilidade de visualizagao dos
canais apos a etapa de limpeza, sdo um dos grandes fatores que contribuem para
as infeccgdes relacionadas aos endoscopios (ALFA, OLSON, MURRAY; 2014), sendo
que a maioria das instituicbes de saude ndo realiza o monitoramento destes
equipamentos apds os procedimentos, no entanto os relatos de transmissdo de
patdgenos resultantes de endoscopia séo raros (CDC, 2008; CDC, 2011).

Quando essas transmissdes ocorrem, a carga biolégica encontrada em EGF
varia de 5 log1o unidades formadoras de col6nia por mililitros (UFC/mL) para 10 log1o
UFC/mL, sendo os maiores niveis encontrados nos canais de succgao/biopsia
(RUTALA; WEBER, 2004).

Um outro ponto importante que contribui para infeccbes relacionadas a
procedimentos de endoscopia € o tempo de uso dos endoscoépios. Suas superficies
alteram com os subsequentes processamentos no decorrer dos anos. Os EGF
deveriam ser utilizados em um tempo pré-determinado, evitando, assim, a
danificagdo interna dos canais que podem sofrer alteracbes quimicas e fisicas
durante o uso intenso, facilitando o armazenamento de sujidade, formagao de
biofilme e desenvolvimento de um quadro infeccioso (LEE et al., 2015).

Contudo, a contaminagao e deposicdo de matéria organica no interior do
endoscopio podem resultar na formagao do biofilme, que sdo colénias de micro-
organismos em diversas etapas de crescimento, até mesmo por toda uma vida,
comprometendo a qualidade de vida, atribuidas as espécies de bactérias como a
Pseudomonas aeruginosa ou Staphylococcus epidermidis, que sao onipresentes na
agua, ar, solo ou pele, sendo estas protegidas pela camada do biofilme (STEWART;
COSTERTON; 2001).
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Além da formacgao do biofilme, estes equipamentos podem veicular por micro-
organismos presentes na microbiota do paciente, bem como patdégenos que
provocam doengas tais como Hepatite B (HBV), Hepatite C (HCV) e Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) (RIBEIRO; OLIVEIRA, 2012; HOLODNIY et al.,
2012).

Reportar a transmissdao de um virus €& geralmente mais dificil do que
documentar a transmissao de infecgdes bacterianas, por causa de periodos de
incubacdo mais longos e quadro assintomatico (HOLODNIY et al.,, 2012). Essas
formas de transmissdo tanto viral, quanto bacteriana necessitam ser prevenidas.
Um dos fatores que contribuem para o aparecimento de novos casos de infecgdes é
devido a inspecao visual insuficiente para confirmar a adequacio da limpeza, visto
que nao é possivel a visualizagdo dos estreitos canais internos (ALFA; OLSON;
MURRAY, 2014).

Apesar das recomendacdes para limpeza e desinfec¢cao dos EGF ja estarem
bem estabelecidas por diversas sociedades especializadas, a transmissao de micro-
organismos existe, porém em baixa frequéncia, e estudos discutem que a causa
pode ser devido a formacao e permanéncia de biofilmes; desse modo, eles seriam
responsaveis pela transmissdo cruzada ou exdégena de bactérias e virus (CDC,;
2008; 2011; BALSAMO et al., 2012).

Mesmo com todas as orientagcdes existentes sobre o processamento de
endoscopios e pouca correlagdo de contaminagao por procedimentos endoscoépios,
pesquisas abordam surtos em varios tipos de endoscopios, sendo eles,
gastroscépios, duodenoscopios, broncoscopios, cistoscépios e artroscédpios
(KOVALEVA et al, 2009). No Quadro 01, p. 48, estdo relacionados surtos
envolvendo endoscopios publicados no periodo de 2008 a 2016 que ocorreram em
diversas partes do mundo. As causas de contaminagdo s&o, em grande maioria,
decorrentes de falhas no processamento de endoscépios e a dificuldade de realizar
uma limpeza com sucesso devido ao design complexo, porém os surtos abordam,
também, os defeitos nos canais que levam a deposicdo de matéria organica ou

desenvolvimento de biofilmes.
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Quadro 01: Sintese dos estudos referentes a infecgbes e surtos por meio de
aparelhos de endoscopia (GOIANIA, 2016)

Referéncia Patoégeno Local do Causas do surto/contaminagao
estudo
Endoscépio do tipo Duodenoscépio
Kovaleva et al., Pseudomonas Groninga/ Falhas no processamento e defeitos nos
2009 aeruginosa Holanda canais e acessorios dos duodenoscoépios.
Carbonne et al., Klebsiella Paris/ Franga | Falhas no processamento e defeitos nos
2010 pneumoniae canais do duodenoscopio.
Aumeran et al., Carbapenemase Contaminagdo ambiental e falha na
2012 (KPC) higiene das maos dos profissionais.
Gastmeier,
Vonverg, 2014
Alrabaa et al., Klebsiella Estados Falhas no processamento (etapa de
2013 pneumoniae Unidos limpeza).
(EUA)
Epstein et al., Escherichia coli Illinois/ Falhas nos protocolos de desinfecgao
2014 Seattle/ EUA | indicadas pelos fabricantes.
Ross et al., 2015
Kola et al., 2015 Klebsiella Berlim/ Falhas no processamento.
pneumoniae Alemanha
Carbapenemase
(KPC)
Wendorf et al., Escherichia coli Filadélfia/ N&o identificou causa.
2015 Pensilvania
Verfaillie et al., Pseudomonas Nova lorque/ | Falhas no processamento induzidas pelo
2015 aeruginosa EUA design dos duodenoscopios.
Endoscépio do tipo Gastroscopio
Bajolet et al., Pseudomonas Franca Falhas no processamento (limpeza e
2013 aeruginosa tempo de imersao insuficiente e secagem

inadequada antes do armazenamento).
Endoscopio do tipo Broncoscépio

DiazGranados et Pseudomonas Atlanta/ Defeito no broncoscopios.
al., 2009 aeruginosa Geobrgia
Machida et al., Pseudomonas Osacal N&o identificou causa.
2014 aeruginosa Japao
Guy et al., 2016 Pseudomonas Lion/Franga | Falhas no processamento (contaminagao
aeruginosa e da valvula de sucgao).
Stenotrophomona
Maltophilia
Endoscépio do tipo Citoscopio
Wendelboe et al., Pseudomonas México Falhas no processamento.
2008 aeruginosa
Chang et al., Enterobacter Taiwan/ Falhas no processamento (identificada a
2013 cloacae China contaminagao de um ureteroscoépio).
Endoscépio do tipo Artroscépio
Tosh et al., 2011 Pseudomonas Texas/ EUA | Falhas no processamento.
aeruginosa

Fonte: proprio autor
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3.2 PROCESSAMENTO DOS ENDOSCOPIOS FLEXIVEIS

Endoscopios e acessorios sdo considerados Produtos Para Saude (PPS)
semicriticos, por estarem em contato com a mucosa integra, porém existe uma
diferenciacao entre endoscopios rigidos e flexiveis e na forma em que sao utilizados,
invasivos ou néao invasivos (SOBEEG, 2005; CDC, 2008; CDC, 2011; AAMI, 2015,
WHO, 2016). O quadro 02 mostra a indicagao do processamento, segundo o tipo de

endoscopio.

Quadro 02: Tipos de procedimentos endoscopios e nivel de descontaminagao
(WHO, 2016)

Tipo de Endoscépio Exemplo de Exemplo de Nivel de
endoscopio rigido | Endoscépio flexivel | descontaminagao
Invasivo — entra em Artroscopios Nefroscépios Esterilizacdo a vapor
contato com pele ou Laparoscopios Angioscopios a baixa temperatura.
mucosas rompidas e . - .
L Cistoscopios Coledoscopios
parte  estéril do i o
corpo. Histeroscépios
Nao invasivo — entra Broncoscépios Gastroscopios DAN*, em imersao
em contato com Colonoscépios ao glutaraldeido ou
mucosas, mas nhao .. acido peracético e
Broncoscépios o
entra em contato _ _ o diéxido de cloro.
com cavidade estéril. Rinolaringoscopios

*DAN — Desinfeccéo de Alto Nivel

Entretanto, a distincdo quanto a classificacdo de semicriticos e criticos nao
esta completamente delimitada para endoscopios e seus acessorios. Estes
equipamentos considerados semicriticos podem, frequentemente, entrar em contato
com lesdes de mucosa ou causar danos por acidentes, como perfuragao durante o
procedimento, atingindo sitios estéreis do corpo humano e, nessa situagao, passam
a ser considerados PPS criticos. Dependendo da hipotese diagndstica € inevitavel a
realizagao de biopsia, momento em que o endoscépio entra em contato com mucosa
nao integra e realiza a exérese de fragmentos para exame anatomopatoldgico,
passando, portanto, do nivel semicritico para critico (BARBOSA, 2008; WHO, 2016).

O elevado custo dos endoscopios limita sua disponibilidade em quantidade
adequada a demanda de uso e de processamento apropriado nos servigos de
endoscopia (RIBEIRO et al., 2013), além de serem frageis e necessitarem de
manutengao rigorosa (SOBEEG, 2005).
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Mesmo sendo um dispositivo aprovado para reutilizagdo, a complexidade
estrutural dos endoscopios e a presenga dos canais estreitos e longos tornam-se
dificeis as etapas do processamento, as quais favorecem a aderéncia de matéria
organica e micro-organismos e, em consequéncia, formacao de biofilme (ALFA et
al., 2012a; BALSAMO et al., 2012; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2012).

O processamento de endoscopios compreende trés momentos distintos: a
pré-desinfeccao que envolve as etapas (pré-limpeza, limpeza, enxague e secagem),
antes de ser submetido ao contato e agcdo do germicida. A desinfeccdo compreende
a imersao na solugdo germicida e remogao dos residuos téxicos do germicida
utilizado (enxague e secagem) e estocagem do endoscoépio ou uso imediato (Figura
03) (NELSON; MUSCARELLA, 2006).

Figura 03: Fluxograma das etapas do processamento de endoscopios (pré-desinfecgio, desinfecgéo
e armazenamento)
Fonte: proprio autor

As multiplas etapas do processamento de endoscépios podem ser propensas
ao erro humano. Um estudo realizado em um hospital no Canada mostrou que o
processamento manual foi executado corretamente em apenas 1,4% de 69
endoscopios avaliados na pratica clinica (ALFA; OLSON; MURRAY, 2014). Cada
etapa do processamento de endoscopios possui uma finalidade e, quando realizada

de forma incorreta, leva a falhas subsequentes (Quadro 03, p. 51) (WHO, 2016).
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Quadro 03: Etapas do processamento de endoscopios flexiveis e suas finalidades
(WHO; 2016)

Etapa Finalidade

Pré-Limpeza Remover matéria organica proveniente do paciente e reduzir a
possibilidade de seu ressecamento e fixagao, dificultando a etapa
da limpeza manual.

Teste de Vedagao Verificar a integridade dos canais internos dos endoscoépios.

Limpeza Manual Remover matéria organica por meio de detergente e com auxilio
de artefatos, como escovas.

Enxague Eliminar residuos do detergente utilizado na etapa anterior.

Secagem Remover a umidade para ndo comprometer a concentracdo do
desinfetante.

Desinfecgao Eliminar  micro-organismos  patogénicos, como bactérias,
microbactérias e virus.

Enxague Remover residuos do desinfetante, cuja permanéncia pode causar
eventos adversos ao paciente.

Secagem Remover a umidade, assegurando a completa secagem para o
armazenamento.

As recomendacdes para o processamento de EGF estdo bem estruturadas
em diversas diretrizes e orientagcdes em todo o mundo. Cada pais aborda uma forma
peculiar de seguir o processamento, como por exemplo, o Brasil cumpre as ultimas
diretrizes publicadas pela SOBEGG, em 2005, RDC n° 6, de 2013 e RDC n° 55, de
2012, o Canada, as diretrizes do PHAC em 2010, voltadas para o controle e
prevencdo de infeccdo dos aparelhos de endoscopia gastrointestinal e os
broncoscopios, os Estados Unidos, o Guideline da Sociedade Americana de
Endoscopia Gastrointestinal (ASGE), em 2011 e a Australia, o Gastroenterological
Society of Australia (GESA), em 2011.

Cada uma das diretrizes mencionadas aborda as etapas do processamento
de EGF, enfatiza condutas adequadas para a prevencido e controle de infeccao,
contudo existem algumas diferengas entre as recomendacbées de um pais para o

outro, mencionadas no quadro 04, p.52.
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Quadro 04: Comparagao de diretrizes para o processamento de endoscopios
gastrointestinais flexiveis* (GOIANIA, 2016)

Etapas do Brasil Canada Estados Australia
Processamento (2005 e 2013) (2010) Unidos (2011)
(2011)
Pré- Limpeza com Limpeza com Limpeza com Limpeza com
Desinfecgao detergente detergente detergente (o detergente
enzimatico, uso enzimatico e ideal para sua enzimatico e
de escovas escovas com realidade) e uso escovas com
para os canais | tamanho/didmetro | de escovas com | tamanho/didmetro
€ enxague adequados aos tamanho adequados aos
abundante. diferentes canais. apropriado. diferentes canais
Desinfecgao de DAN com
Alto Nivel glegglzzr%o glutaraldeido DAN com
*% 0, T o
(DAN*¥) 2%, secagem DAN 2%, secagem gl_utaraldeldo 2%
com ar i com ar isolado ou em
comprimido e (sem efpe~0| ICar a comprimido e associagao com o
-omp solugao). rinsagem com ortoftaldeido ou
rinsagem com . N L ro
. o alcool a 70% ou | &cido peracético.
alcool a 70%. o
90%.
Armazenamento | Posigio vertical, Posicao vertical, .
. . N&o cita a
com valvulas N30 cita a posicio com valvulas 0SiCED &
desconectadas posi¢ desconectadas POSI¢
~ . nem o tempo o recomenda o0 uso
€ ndo menciona . e utiliza-las ) .
L maximo de até no maximo 72
tempo maximo entre 10 a 14 .
armazenamento. . . horas apos o
de dias apods a
processamento.
armazenamento DAN.

* Fonte: (SOBEEG, 2005; PHAC, 2010; GESA, 2011; ASGE, 2011; BRASIL, 2013)
**DAN — Desinfecgao de Alto Nivel

3.2.1 ETAPAS DO PROCESSAMENTO DOS ENDOSCOPIOS FLEXIVEIS

O processamento de PPS tem sido cada vez mais dificil, a medida que o

design se torna mais complexo, e eleva o nivel de exigéncias quanto a competéncia

e conhecimento técnicos para os TAS que atuam no CME, visto o desafio de ter um

material com resultado da auséncia de biofilme e endotoxinas (SOBECC, 2013). O

aparelno de endoscopia é um equipamento diferenciado e possui

varias

particularidades (Figura 01, p. 42). Estdo descritos 0 passo a passo das etapas do

processamento dos EGF (Figura 04, p. 53).
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Pré-Limpeza
Sala de exames Aparelho conectado na fonte luz, deve-se aspirar 4gua com
endoscépios > detergente para remogdo do excesso de secregao dos
canais de ar/agua e sucgdo/bidpsia.

Transporte do endoscépio para a sala de
processamento em recipiente fechado

Sala de
processamento _ Limpeza Manual )
2.5 Teste de vedagao, limpeza interna e externa com escovagao
de endoscopios

/ Lavadoras \ / Maquina de \ / Processamento \

automatizadas - desinfecgao - I
desinfetadoras automatizada vianua
. ; Limpeza
Limpeza Limpeza )
. o Enxague
Enxague Enxague . -
' " . ~ Desinfecgdo
Desinfecgdo Desinfecgdo )
. . Enxague
Enxague Enxague
Secagem

Secagem Secagem
Armazenamento
k Armazenamento Armazenamento

Figura 04: Etapas do processamento dos endoscoépios gastrointestinais flexiveis
* Fonte: proprio autor

a) 12 ETAPA DO PROCESSAMENTO: PRE-LIMPEZA

A pré-limpeza deve ser realizada ainda na sala de exame da endoscopia,
apos o procedimento, com o aparelho conectado na fonte de luz. Deve-se aspirar
agua com detergente enzimatico para limpar o excesso de secrecgao interna. Para a
retirada de secrecgao do tubo externo, utilizar compressa (SOBEEG, 2005), alertando
que a secagem da secre¢cdo aumenta a carga microbiana e dificulta o
processamento, sendo necessario acionar o canal de ar/agua, alternadamente
durante 15 segundos (SOBEEG, 2005; CDC, 2011).

Apos a pré-limpeza, transportar o endoscopio para area de processamento
para realizar as etapas subsequentes: limpeza e desinfeccdo de alto nivel. Para o
transporte, os endoscopios sujos devem ser acondicionados em recipientes,
totalmente fechados e rotulados, visando evitar exposicdo aos TAS, pacientes ou
ambientes (SOBEEG, 2005; CDC, 2011).
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b) 22 ETAPA DO PROCESSAMENTO: LIMPEZA

A etapa da limpeza constitui um sistema de higienizacao, o qual deve ser feito
levando em consideragao as variavies de tempo, temperatura, agdes mecanica e
quimica. O circulo de Sinner representa bem as quatro variaveis responsaveis pela
eficiéncia da limpeza (Figura 05). O sistema de higienizagédo deve ser feito levando-
se em consideragao essas variavies e a sua relagdo com as caracteristicas de
sujidades presentes nos materiais (PICCHIAI, FARIAS, 2013).

Agoes
Mecanicas

Agdes Quimicas

Temperatura

Tempo

Figura 05: Circulo de Sinner
Fonte: www.googleimagens.com.br
https://www.linkedin.com/company/emona-srl
(Modificado e adaptado) acesso em 19/02/2017

Nesta etapa, recomenda-se para os aparelhos de endoscopia, primeiramente
o teste de vedacdo na sala destinada ao processamento com a finalidade de
observar algum vazamento ou escape de ar, pois a imersdo em agua ou solugao
desinfetante podera danificar o aparelho. Caso apresente algum vazamento ou
escape de ar, o processo de limpeza deve ser interrompido (SOBEGG, 2005).

Apods o teste de vedacao, o endoscopio € submetido a limpeza, que consiste
na remocao de sujidade visivel aderida nas superficies, fendas, serrilhas,
articulacées e lumens, dispositivos e equipamentos, podendo ser por meio de um
processo manual ou automatizado, utilizando detergente e agua. Essa etapa tem

como finalidade reduzir o numero de micro-organismos e remover residuos
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(quimicos, proteinas, sangue, endotoxinas) e outros fragmentos orgéanicos que
aderem ao lumen e a superficie externa dos PPS (RIBEIRO et al., 2013).

A limpeza de forma manual ou automatizada eficiente pode diminuir a carga
de micro-organismos em 99,99%, ou seja, reducédo de quatro logaritmos (4 log1o) do
bioburden presente no PPS (RUTALA; WEBER, 2008; SOBECC, 2013), sendo esta
etapa fundamental para garantir a fase posterior da DAN ou esterilizagao, reduzindo
contaminagao presente nos aparelhos de endoscopia (GRAZIANO et al., 2006,
KOVALEVA et al., 2013).

O bioburden é variavel em decorréncia da conformacdo e do sitio corporal
onde o PPS foi utilizado. Estudos verificaram que a carga microbiana de
instrumentos utilizados nas areas corporais estéreis era relativamente baixa (cerca
de 1 logio UFC/instrumentos), enquanto que, nas areas naturalmente colonizadas, a
carga era elevada (5 logio a 10 logiy UFC/instrumentos), ainda, maior carga
microbiana nos lumens do que nas superficies externas dos PPS (PHAC, 2010;
SOBECC, 2013).

Segundo a SOBEEG (2005), a presenca de fezes, sangue ou secregdes
respiratorias pode resultar em falha no processo de DAN. Isso devido ao material
organico proteger o micro-organismo da exposi¢céo ao desinfetante ou por inativar o
produto quimico. Consequentemente, a limpeza rigorosa € necessaria nos EGF,
antes das etapas subsequentes.

Antes de iniciar o processo da limpeza dos EGF, é recomendado apertar as
valvulas para facilitar o acesso a todas as superficies, removendo, assim, a sujidade
interna dos canais, por meio de flush (SOBEEG, 2005; CDC, 2011; HONG; LIM,
2013).

A técnica manual é predominante no Brasil, onde inclui escovar a superficie
externa e partes removiveis, realizando a desconexdo e desmontagem de todos os
componentes do EGF (por exemplo, valvulas de aspiragdo) e imersdo em uma
solugdo de detergente, seguidas por irrigagdo de canais internos com auxilios de
seringa ou por adaptadores (Figura 06, p. 56). Essa ultima agdo é denominada de
flushing (KOVALEVA et al., 2013; HONG; LIM, 2013). Esses adaptadores auxiliam
em varias etapas do processamento e sao fornecidos pelo fabricante dos
equipamentos (CHIU et al., 2012).
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Figura 06: Adaptadores para o flushing
Fonte: Registro da pesquisadora - Laboratério St. Boniface Research Center

O flushing utilizado por meio de adaptadores validados por empresas dos
EGF ¢ indicado para auxiliar na introdugcao de agua, detergente, ar e desinfetante
internamente, recomendado no momento da limpeza, enxague, desinfeccédo e
secagem dos canais. O adaptador encaixa na conexao preta (Figura 06), no local
das valvulas dos endoscépios as quais sao removiveis e a seringa conectada na
parte verde (Figura 06). Aspirada a solugcao desejada e introduzida por meio da
inser¢cao das valvulas nos canais de ar/agua e succao/biopsia dos EGF (SOBEEG,
2005).

Além do flushing é necessario que seja realizada a escovagao de todos os
canais, visando a remogao de material organico e outros residuos, descartando o
detergente apds o uso (KOVALEVA et al., 2013; HONG; LIM, 2013). Estes artefatos
recomendados para a remogéao de sujidade apresentam-se com tamanho apropriado
para os canais, sendo necessaria a introdugdo com angulagdo do equipamento de
45° ressaltando que algumas marcas n&o apresentam a possibilidade de introdugdo
de escovas em canais de ar/agua (ASGE, 2011; WHO, 2016). Vale destacar que os
artefatos, utilizados na limpeza dos canais do EGF, também devem ser submetidos
ao mesmo processamento que os endoscopios (BRASIL, 2013).

Entretanto, uma investigagdo com analise microbiolégica de EGF em uso
clinico mostrou que os canais de ar/agua podem se tornar contaminados apos o
processamento, apresentar maior do que nos canais de succao/bidopsia e constituem

um risco de seguranga para os pacientes submetidos a exames de endoscopia
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gastrointestinal (RIBEIRO; OLIVEIRA, 2012), provavelmente pela impossibilidade da
friccdo desses canais.

Contudo, inadequada Ilimpeza de endoscopios tem sido um fator
predominante na transmissao de micro-organismos por EGF (FORTE; SHUM, 2011).
O cumprimento das recomendagbes, frente ao tipo de detergente utilizado e
descarte apds o uso, € um fator importante para minimizar as falhas no
processamento de EGF (KNUDSON, 2014).

Pode-se observar que varios protocolos mundiais preconizam diversos tipos
de saneantes, com concentracdes e tempo de imersdo dos PPS conforme
recomendagdes do fabricante, nas quais s&o indicados detergentes enzimaticos, no
Brasil, Canad4a, Estados Unidos e Australia (SOBEEG, 2005; PHAC, 2010; ASGE,
2011; GESA, 2011; WEO, 2011; BRASIL, 2012; BRASIL, 2013), alcalinos e neutros,
nos Estados Unidos e Brasil (ZUHLSDORF et al., 2002; WEO, 2011, 2002; ASGE,
2011; BRASIL, 2013).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a RDC n° 55,
de 2012 que determina o uso uUnico dos enzimaticos no Brasil (BRASIL, 2012),
porém essa recomendacao nado é enfatizada pela SOBEEG (2005), cuja ultima
publicacdo antecede a resolugdao. Essa aparente contradicdo pode flexibilizar o
descarte e ocorrer o reuso, podendo ser um fator de risco para surtos envolvendo
EGF.

Segundo a resolucéao citada acima, a atividade enzimatica de detergentes tem
a capacidade, por meio de enzima, de catalisar uma reagao e degradar substratos
especificos (BRASIL; 2012). Solugbes enzimaticas devem ser diluidas com agua
morna em temperatura, aproximadamente de 35°C, porque, quando utilizadas com
agua fria ocorre o processo de desnaturacdo das proteinas e inativagdo das
enzimas, nao conseguindo atingir seu potencial de agao necessaria na etapa de
limpeza (GESA; 2011). Todavia, a formulacédo do detergente deve ser de enzimas da
subclasse das proteases, quando o detergente for constituido somente de uma
enzima (BRASIL, 2012).

Alguns dados demonstram que detergentes a base de enzimas sdo mais
eficazes do que os detergentes neutros na remogédo de micro-organismos das
superficies dos PPS (RUTALA; WEBER, 2008). Conforme pesquisas de Blog e

Kampf (2004), detergente enzimatico (Endozyme) removeu 69% do biofiime, sendo
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que os detergentes ndo enzimaticos testados nao foram eficientes na remogao de
matéria organica presente no biofilme.

Entretanto, Vickery et al (2004, 2009) demonstraram que detergente nao
enzimatico possue uma ag¢ao melhor na remogado do biofilme tradicional (TBF),
sendo que o detergente testado (Matrix - ndo enzimatico) apresentou a capacidade
de remover entre 90 a 100% do biofilme nos canais de teflon, que simulam canais de
endoscopios.

Detergentes alcalinos, com pH em torno de nove a 14, s&o utilizados para a
limpeza de PPS em decorréncia de sua capacidade de dissolver proteinas e
gorduras, embora algumas formulagbes possam ser corrosivas para os produtos a
depender do antioxidante agregado. Os detergentes alcalinos promovem o
descolamento de residuos por emulsificagao, saponificacdo e peptizagdo (RUTALA;
WEBER, 2008; SOBECC, 2013). Nao foram encontrados estudos que testaram
detergentes alcalinos em endoscépios.

Independente do tipo de detergente utilizado, se nao for utilizado conforme
recomendagdes do fabricante, o0 mesmo ndo possui o efeito esperado. As
orientagdes quanto a diluicdo, a temperatura da agua e tempo de contato devem ser
seguidas para que a eficiéncia do produto seja plena. Segundo Rutala e Weber
(2008) e SOBECC (2013), nunca deve deixar o instrumento imerso na solugao por
tempo excessivo, pois pode favorecer a formagao do biofilme.

De forma geral, espera-se dos detergentes certificados para uso em PPS
sejam compativeis com materiais processados sem causar danos, como oxidagao e
manchas e empreguem agentes tensoativos biodegradaveis, sem adicdo de
fragrancias ou corantes e que ndo possuam componentes que oferegcam riscos a
profissionais e pacientes, como substancias carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas (BRASIL, 2012; SOBECC, 2013).

Na etapa de limpeza, € de suma importancia que se utilize, apenas, um tipo
de agente (detergente neutro, com ou sem enzimas ou alcalino). A mistura de
produtos pode reduzir a eficiéncia da limpeza e aumentar o risco ocupacional pela
formagao de produtos toxicos (SOBECC; 2013). Uma solugao de detergente com pH
neutro sem adicdo de enzimas (pH entre 6,5 e 7,5) ou quase neutro, geralmente,
oferece o melhor perfil de compatibilidade de materiais e uma boa remocgao de
sujidade (RUTALA; WEBER, 2008; SOBECC, 2013).
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Segundo a Organizagdo Mundial de Gastroenterologia (OMG) e a
Organizagdo Mundial de Endoscopia (OME), na etapa da limpeza, podem ser
utilizados detergentes com ou sem enzimas ou contendo substancias
antimicrobianas. Recomendam utilizar detergentes que ndo sejam espumantes, pois
a espuma pode dificultar o bom contato do liquido com as superficies do EGF e
impedir o campo de visualizagao, expondo os profissionais a riscos de lesées (WEO;
2011).

Apods a limpeza dos EGF, é necessario proceder o enxague dos canais com
agua destilada esterilizada, utilizando os adaptadores (Figura 06, p. 56). Apds o
enxague, secar externamente o endoscopio com tecido limpo e macio e utilizar ar
comprimido medicinal para a secagem dos canais internos, prevenindo, assim, a
diluicdo e alteragao da concentragao dos desinfetantes (CDC, 2011).

Segundo protocolos da British Society of Gastroenterology (BSG), é
necessaria a coleta periddica de amostras do endoscopio, para avaliacdo da
qualidade da limpeza (BSG, 2008), porém outros protocolos sao indicados, apenas,
em casos especificos de surtos. Segundo Alfa et al (2012b), grandes centros que
utilizam endoscépios ndo tém um programa de garantia de qualidade para certificar
a eficacia da rotina de protocolos de processamento.

Para a averiguagdo do processo de limpeza, existe teste rapido validado
comercialmente que avalia os canais de EGF quanto a presenca de material
organico residual como sangue, proteinas e hidratos de carbono. Outra possibilidade
€ o0 uso de Adenosina Trifosfato (ATP), molécula presente nos micro-organismos e
células humanas (Figura 07) (ALFA; FATIMA; OLSON, 2013).

Figura 07: Teste de adenosina trifosfato especifico para aparelhos de endoscopia
Fonte: http://www.planitrade.com.br/caracteristicas-atp.php (acesso em 01/03/2017)
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O teste de ATP para EGF é disponivel no mercado por meio de um swab com
didametro compativel com os canais do equipamento, de forma que pode ser
realizado o contato em toda a superficie interna do endoscépio. Posteriormente a
introducéo do swab, a parte da esponja é removida para analise da quantidade de
Unidades Relativas de Luz (URL), presente apds a etapa de limpeza. Resultados
acima de 200 URL, para o ATP Clean Trace™ 3M indicam presencga de sujidade no
aparelho (ALFA; FATIMA; OLSON, 2013).

c) 32 ETAPA DO PROCESSAMENTO: DESINFECGAO DE ALTO NiVEL

A desinfeccdo €& conceituada como um processo que destréi micro-
organismos na forma vegetativa, patogénicos ou ndo, com exceg¢ao de alto numero
de esporos bacterianos, pela aplicagdo de meios fisicos ou quimicos (SOBEEG,
2005; SOBECC, 2013; AORN, 2017).

Dentre os métodos fisicos estdo os equipamentos de pasteurizacao,
termodesinfetadoras e lavadoras de descarga, e os métodos quimicos sdo produtos
a base de aldeido, Acido Peracético (AP), solucdes cloradas e alcool (PSALTIKIDIS;
QUELHAS, 2013). No método quimico é de suma importancia a verificagdo do
tempo de exposicao e temperatura dos DAN utilizados.

Atualmente, ha cinco principios ativos de germicidas quimicos aprovados pelo
FDA para realizar o processo de desinfeccdo dos EGF: Glutaraldeido (GLUT), Acido
Peracético (AP), Perdéxido de Hidrogénio (PH), associacdo de AP com PH e
Ortoftaldeido (OPA) (FDA; 2009). Os desinfetantes ndo autorizados pelo FDA sé&o:
iodoforos, solugdes de cloro, alcoois, compostos de amdnio quaternario e compostos
fendlicos (RUTALA; WEBER, 2008).

Abordam Rutala e Weber (2008) que esses DAN autorizados pelo FDA tém
excelente atividade antimicrobiana, porém produtos como: peréxido de hidrogénio
7,5% e acido peracético 0,08% com adigao de peréxido de hidrogénio 1,0% podem
causar danos estéticos e funcionais nos EGF. Contudo, é importante afirmar que a
capacidade das bactérias formarem biofilmes nos canais de EGF & mais frequente
quando se encontram danificados, podendo contribuir para o fracasso do
processamento (KOVALERA et al., 2013).
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A Sociedade Brasileira de Enfermeiros de Centro Cirurgico, Recuperagao
Anestésica e Centro de Materiais e Esterilizagdo (SOBECC) elencam as
caracteristicas dos desinfetantes ideais, sendo estes: largo espectro de acgao,
atividade rapida, sofrer poucas condicbes ambientais, ndo ser inativado por matérias
organica, compativel com detergentes, atdéxico para os TAS e o paciente, néo
interferir com diversas matérias-primas dos produtos, facil de utilizar, baixo nivel de
odor, econdmico, difusivel, estavel, monitoravel e que favorega a limpeza (SOBECC,
2013).

Para a escolha do DAN, é importante atentar para a seguranga da saude dos
profissionais, verificando as regulamentagbes necessarias de cada um dos
saneantes, utilizado no processamento de endoscopios (PHAC, 2010).

Uma vez escolhido o desinfetante e observadas as recomendacbes do
fabricante quanto ao seu uso, € necessario imergir, totalmente, o aparelho e todos
0s canais do equipamento na solugdo, com auxilio de uma seringa conectada ao
adaptador e cronometrar o tempo para imersao que varia de acordo com o
fabricante (SOBEEG, 2005).

A seguir, estao apresentadas as caracteristicas dos trés desinfetantes de alto
nivel, aprovados em ambito nacional e que foram utilizados nesta pesquisa
(BRASIL, 2007): Glutaraldeido, Ortoftaldeido e Acelerador Peréxido de Hidrogénio.

e Glutaraldeido

E um dialdeido saturado (1,5 pentanedial CsHgO,), disponivel em
concentragdes de 2% e 2,2%, possui 0 modo de agao por meio da alteracdo da
sintese de proteina, Acido Ribonucleico (ARN) (ribonucleic acid - RNA) e Acido
Desoxirribonucleico (ADN) (deoxyribonucleic acid - DNA) dos micro-organismos, por
aquilagao dos grupos sulfidril, hidroxil, carboxil € amino (ndo danifica equipamentos
oticos, borracha ou plastico) (FDA, 2009; SOBECC, 2013).

Esse desinfetante é apresentado de varias formas; com concentracdo acida
(pH 3,0 a 6,3), utilizado em concentragdes = 2%, aceitavel para DAN, entretanto é
corrosivo em contato com metal (HOWIE, 2008) e, na forma alcalina, tem um pH 7,5
a 8,5, sendo utilizado em concentracdes = 2,4%, com atividade microbicida contra
esporos, fungos, virus e bactérias (HOWIE, 2008; SOBECC, 2013).
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Para utilizacdo do GLUT como forma de DAN, é necessaria a ativagao da
solucao, na qual o tempo de vida é limitado pela polimerizacdo das moléculas de
GLUT, que bloqueia os sitios ativos do aldeido, responsaveis pela atividade biocida
(SOBECC, 2013). Esse desinfetante apresenta periodos curtos de exposigdo com
apenas dois minutos, eliminando uma gama de micro-organismos, porém nao
elimina os esporos bacterianos (RUTALA; WEBER, 2008).

A solugao ativada do glutaraldeido, utilizada para o processamento, deve ser
acondicionada em recipiente preferencialmente de plastico, hermeticamente fechado
com tampa e ser aberto o tempo suficiente, apenas para inserir os PPS ou
monitorizagao da solugéo (SOBEEG, 2005; BRASIL, 2007).

Solugdo de GLUT a 2% é ativa contra bactérias na forma vegetativa em
menos de dois minutos, contra M. tuberculosis, fungos e virus em 10 minutos e
contra esporos de Bacillus sp. e Clostridium sp. em trés horas. Os estudos
demonstram que o tempo de contato deve ser sensivel, conforme aumenta o tempo
de exposigcao para que a agao letal seja efetiva para determinados micro-organismos
(SOBECC, 2013). Sua eficiéncia € maior quando exposto durante 20 minutos a 20°C
(CDC, 2011).

Pineau et al (2008a) comparam GLUT, OPA e AP quanto a capacidade de
fixar matéria organica em tubos de PTFE e concluiram que AP reduz 41% da
quantidade de proteina, OPA, 14% e o GLUT, 55%. Em repetidos processos de
desinfecgao, observaram que os aldeidos possuem maior capacidade de fixagao de
proteinas do que o AP e o GLUT é mais eficaz que o AP contra Agentes
Transmissiveis Nao Convencionais (ATNC).

Para averiguagao da qualidade da solugdo de GLUT e, em caso de reuso da
solucao, recomenda-se o uso de testes para monitorar os parametros indicadores de
efetividade, como por exemplo, a concentracédo e pH (BRASIL, 2007; SOBECC,
2013). Essa monitorizagao deve ser feita, no minimo, uma vez ao dia, antes do inicio
das atividades, pois a hiperdiluicdo da solugdo e a polimerizagao do produto (no
caso do GLUT) sao pontos criticos no processo (SOBECC, 2013).

O controle da efetividade da solugdo em relagao a concentracao é realizado
por fita de indicagdo de medida da concentracédo eficaz minima (CEM) (minimum
effective concentration — MEC). No mercado brasileiro, ha duas opgdes de monitores
que verificam a CEM de 1,5% e outro de 1,8% para o glutaraldeido na concentragéo
a 2% (BRASIL, 2007).
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Segundo Brasil (2007) e SOBECC (2013), é necessario realizar o teste de
verificacdo do pH do GLUT para monitorar a qualidade do processo, com teste de
tira quimica para pH. As solugdes neutras ou alcalinas possuem acdes microbicida e
anticorrosiva superiores quando comparadas as acidas, sendo necessaria a
mensuracao diaria antes do uso.

Uma das desvantagens do GLUT é a propriedade de fixar matéria organica
nos materiais, causando incrustacbes e até obstrucdo de Ilumens. Isso ocorre
quando os procedimentos de limpeza dos PPS nao sao realizados adequadamente,
antes da imersao no desinfetante (SOBECC; 2013; PSALTIKIDIS; QUELHAS, 2013).
Na pesquisa sobre fixagdo de sangue em superficies, Kampf et al. (2004)
demonstraram que o GLUT tem maior capacidade de fixar sangue do que o
desinfetante AP.

A toxicidade do GLUT para os TAS, paciente e meio ambiente tem sido
discutida (TIPPLE et al., 2004) e segundo o Informe Técnico n° 04 de 2007, a
exposicao aos TAS a elevados niveis de vapor do produto pode ocorrer durante o
processamento dos PPS em salas mal ventiladas, respingo ou derramamento de
solucdo quando ha nao aderéncia ao uso de Equipamentos de Protecdo Individual
(EPI).

Além dos TAS, a toxicidade pode apresentar no paciente, devido a residuos
de DAN nos PPS. Ha relatos de colites causadas por residuos de aldeido em canais
de colonoscoépios e casos de lesdao ocular causada por instrumentos oftalmolégicos
desinfetados em GLUT com enxague insuficiente (BRASIL, 2007; SOBECC, 2013;
PSALTIKIDIS; QUELHAS, 2013).

No Brasil, o GLUT é recomendado pela SOBEEG para realizar a DAN em
aparelhos de endoscopia, entretanto € contraindicada para desinfeccdo de
acessorios de assisténcia ventilatoria, pois apresenta como alternativas a
termodesinfeccdo, solugdo clorada, acido peracético e perdxido de hidrogénio
(SOBEEG, 2005; BRASIL, 2012).

* Ortoftaldeido

O OPA foi certificado pelo FDA e liberado para comercializagdo em outubro
de 1999. E solucdo liquida com pH de 7,5, contendo 0,55% de OPA (RUTALA;
WEBER, 2001; PINEAU et al., 2008a), 1,2 — benzenedicarboxaldehyde, tem aspecto
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limpido e cor azul clara (SOBECC, 2013; PSALTIKIDIS; QUELHAS, 2013). Esse
desinfetante tem mostrado excelente atividade microbiana em estudos in vitro
(RUTALA; WEBER, 2001), age pela interagdo com aminoacidos, proteinas e micro-
organismos (PINEAU et al., 2008a; SOBECC, 2013).

Estudos demonstram excelente acido micobactericida, inclusive superior ao
GLUT, com o tempo médio para reducdo de 10° M. bovis, usando 0,21% de OPA,
seis minutos, quando comparados com 32 minutos em 1,5% de GLUT. O OPA
comegou a substituir o GLUT em centros de saude, por apresentar vantagens
potenciais: ndo provocava irritacdo ocular e cavidades nasais € ndo necessitava de
ativagao (RUTALA; WEBER, 2008; PINEAU et al., 2008a).

Outra vantagem do OPA é em relagdo a grande margem de pH (3 a 9) e
menor nivel de odor, apresenta excelente compatibilidade com matérias-primas de
produtos e equipamentos. As desvantagens do OPA sao: reduzida agao contra os
esporos, formagao de manchas acinzentadas nos PPS por reacdo com proteinas e
nas maos dos profissionais, decorrentes de sujidade residual e enxague insuficiente
(SOBECC, 2013; PSALTIKIDIS; QUELHAS, 2013).

O tempo para a desinfecgao pode variar em decorréncia da metodologia
adotada para os testes de validacdo em diferentes paises. Em processadores
automatizados de endoscopios, nos quais a temperatura do OPA permanece estavel
em 25°C, o tempo de desinfecgdo é de cinco minutos (PSALTIKIDIS; QUELHAS,
2013). As diretrizes brasileiras nao abordam o uso de OPA para a DAN em
aparelhos de endoscopia, sendo ressaltado pela SOBEEG o uso do desinfetante

glutaraldeido.

* Acelerador Peroxido de Hidrogénio

O APH é um oxidante rapido com concentragao entre 3 e 6%, o qual produz
radicais livres que atacam lipidios celulares essenciais, proteinas e DNA, bem como
a capacidade de remover matéria organica, tanto em apresentacdo como em
desinfetante de superficies e instrumentos. Possui a capacidade bactericida,
virucida, fungicida e esporicida; bactericida em trés minutos de contato, virucida e
fungicida em cinco minutos, esporicida em seis horas e micobactericida em 20
minutos (PINEAU et al., 2008a; HOWIE, 2008; SOBECC, 2013; PSALTIKIDIS;
QUELHAS, 2013).
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Geralmente, APH é mais eficaz contra bactérias gram-positivas do que as
bactérias gram-negativas, pois realiza um mecanismo de agao por alteragdes da
permeabilidade da membrana celular, inibicdo da atividade enzimatica,
desnaturacao das proteinas celulares, formagao de um radical hidroxila que ataca as
membranas lipidicas e DNA que prejudica a estrutura e fungéo das células (HOWIE,
2008).

Ainda ndo ha dados suficientes para afirmar se a utilizagcdo de APH néo
causaria danos aos diferentes produtos e equipamentos. Fabricantes de
endoscopios contraindicam, formalmente, o uso de solucbes de PH em seus
equipamentos, pois causariam alteracbes estéticas sobre a coloracdo de partes
metalicas e danos funcionais (PINEAU et al., 2008a; RUTALA; WEBER, 2008;
SOBECC, 2013).

d) 4° ETAPA DO PROCESSAMENTO: ENXAGUE

Apods a DAN, é necessario que ocorra o enxague com a finalidade de remover
os residuos toxicos dos produtos quimicos, para ndao causarem toxicidade aos
pacientes submetidos a procedimentos de endoscopia subsequentes (SOBEEG,
2005; BALSAMO, 2009).

Nessa etapa, independente do desinfetante utilizado, apdés DAN, o
equipamento devera ser enxaguado abundantemente (COWEN, 2001), sendo
indicado agua filtrada ou esterilizada (CDC, 2011),

O enxague dos canais internos deve ser realizado com uso de adaptadores
(Figura 06, p. 60), para proceder a irrigacao utilizando baixa pressao, por meio de
seringa, na frequéncia minima de cinco vezes (SOBEEG, 2005). Essa etapa
necessita ser realizada de forma minuciosa para garantir que o EGF seja utilizado no

exame do paciente sem presenca de residuos toxicos.
e) 52 ETAPA DO PROCESSAMENTO: SECAGEM
A etapa final de secagem reduz a probabilidade do EGF permanecer umido

evitando o crescimento bacteriano, bem como a possibilidade de recontaminacéo do

equipamento por micro-organismos hidrofilos (CDC, 2011). Para a secagem dos
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canais internos, recomenda-se utilizar ar comprimido medicinal, sob baixa presséo,
percorrendo todos os aparelhos (SOBEEG, 2005).

Para a secagem interna dos canais do EGF, recomenda-se a aplicagao de 30
mL de alcool a 70% e 90% internamente e, posteriormente, ar comprimido por 10
minutos, antes do armazenamento, visando a remocgao completa da umidade
favoravel ao crescimento bacteriano (ALFA; OLSON; DEGAGNE, 2006; SOBBEG,
2005; CDC, 2008; 2011).

f) 62 ETAPA DO PROCESSAMENTO: ARMAZENAMENTO

O armazenamento tem a finalidade de evitar a recontaminacdo dos EGF,
recomendados que sejam armazenados secos, na posigao vertical, para facilitar a
secagem tanto dos endoscépios quanto dos componentes removidos, como tampas
e valvulas (NOMURA et al.,, 2004; SOBEEG, 2005; CDC, 2011). Os locais de
armazenamento devem ser limpos de modo que estejam protegidos de
contaminagao (SOBEEG, 2005; CDC, 2011), em armarios ventilados que permitam
a limpeza e temperatura de 10 e 40°C, evitando umidade e calor excessivos
(NOMURA et al., 2004; SOBEEG, 2005).

Pineau et al (2008b) abordam que armarios com sistema de secagem dos
canais internos do endoscépio e as superficies externas tém a possibilidade de
controlar as condicbes de armazenamento, reduzindo, assim, o0s riscos de
proliferacdo durante essa etapa. Mas, € importante ressaltar que esses armarios de
secagem nao realizam desinfecgdo, somente mantém o nivel de qualidade
microbiolégica, alcangado apds a aplicagao do processamento.

Em pesquisa de vigilancia microbiolégica realizada na pratica clinica no
Canada, com aparelhos endoscépios do tipo gastroscépios, colonoscopios e
duodenoscopios, verificou-se que, quando estes equipamentos sao processados
corretamente e armazenados em armario em posicao vertical ndo ha crescimento
bacteriano, quando os mesmos permanecem durante o final de semana, podem ser
reutilizados de forma segura (ALFA et al., 2012b)

O ideal é que o endoscépio tenha uso imediato, apds a DAN, pois ndo ha
periodo de guarda seguro, para um PPS submetido e processado por meio quimico.

No caso da desinfecgdo, deve-se considerar como resultado final a carga
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microbiana, pois, uma vez armazenado, havera multiplicacdo microbiana, como é o
caso dos EGF (SGNA, 2007; BARBOSA, 2008).

3.3 BIOFILME EM PRODUTOS PARA A SAUDE

Na histéria da microbiologia, os micro-organismos foram descritos com base
em suas caracteristicas de crescimento em meios de cultura rica em nutrientes e na
forma de vida. Em geral, a maioria dos micro-organismos se apresentava livremente,
em forma plancténica (DOLAN; COSTERTON, 2002; PADOVEZE, 2013).

Observagdes posteriores mostraram micro-organismos originados de outra
forma de vida, associadas a biofilmes, que foram descritos em muitos sistemas,
desde Anton Van Leeuwenhoek (cientista holandés), que comegou a examinar
placas de biofilmes em seus préprios dentes no século XVII. Porém, a teoria geral da
predominancia do biofilme n&o foi promulgada até 1978 (DOLAN; COSTERTON,
2002). O biofilme é denominado como uma organizagao bacteriana, originalmente,
observada em 1.936 a partir de incrustacbes e corrosdao das instalagdes e
tubulagdes, tendo grande impacto sobre o controle de infecgdo (VICKERY et al.,
2004).

Dolan e Costerton (2002) apresentam uma teoria de que as bactérias
desenvolvem, formando os biofilmes, que € uma comunidade séssil caracterizada
por células que sao aderidas irreversivelmente a um substrato ou interface ou entre
si, embebidas em matriz de substancias extracelulares poliméricas por elas
produzidas e que exibem alteracdes fenotipicas com respeito a taxa de crescimento
e transcricdo de genes. Os autores supracitados demonstram que 99% das
bactérias extracelulares sdo responsaveis pelo desenvolvimento do biofilme, quando
em temperatura e ambiente propicios, taxa de fluxo, presenca de cisalhamento,
sistema aberto e rugosidade (DOLAN; COSTERTON, 2002).

Dolan (2002) afirma que a agua € o principal constituinte do biofilme, chega a
representar 97% do conteudo total. Além disso, estdo presentes outras
macromoléculas, como: proteinas, DNA, diversos produtos derivados de lise de
bactérias e materiais ndo celulares, tais como cristais minerais, particulas corroidas,
sedimentos ou componentes do sangue. Essa composi¢ao depende do ambiente no

qual o biofiime se desenvolve. O detalhamento do desenvolvimento do biofilme
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indica a presenca de carboidratos em sua matriz, polissacarideos, glicoproteinas e
proteinas (DOLAN; COSTERTON, 2002; PADOVEZE, 2013).

Algumas teorias procuram explicar o desenvolvimento do biofiime como um
processo que envolve dois tipos de estagio de interagdo da bactéria com a
superficie: a reversivel e a irreversivel. O mecanismo de adesao bacteriana inclui
algumas condi¢gdes, como: temperatura, pH, hidrofobicidade da superficie
(capacidade de repulsdo a agua), disponibilidade de nutrientes e a presenca de
compostos organicos e inorganicos (DOLAN; COSTERTON, 2002; DOLAN, 2002).

No estagio inicial, denominado reversivel, ocorre o ataque das bactérias
plancténicas, desenvolvendo um filme que favorece a adesdao de novas bactérias.
No estagio final, denominado irreversivel, as células se mantém imdveis, e o biofilme
apresenta-se de forma madura, formando camadas cada vez mais espessas (LIMA;
OLIVEIRA; CARVALHO, 2017). O desenvolvimento do biofilme da-se em diversos
estagios consecutivos, como a adesao, crescimento, produgdo do polissacarideo,
maturagao e dispersao do biofilme (Figura 08) (LINDSAY; HOLY, 2006).

Figura 08: Etapas do desenvolvimento do biofilme
Fonte: (Center for biofilm engineering) http://www.erc.montana.edu/index.html

(adaptado e modificado) (acesso em 04/03/2017)

Quando ja formados, os biofiimes sdo comunidades complexas de micro-
organismos aderidos a uma superficie ou interface, que podem se apresentar em
formato irreversivel, resultando em uma matriz diferenciada quando madura, em
uma estrutura tridimensional, (COSTERTON, 1999; ALFA et al., 2002; NELSON,
2005; PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004). Um biofilme tipico ird conter cerca de
85% de substancias poliméricas e sé 15% de massa bacteriana, e as células estao

localizadas em uma matriz rigida, denominada de "torres" e "cogumelos". Os
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biofiimes podem se formar em superficies diferentes, incluindo tecidos vivos ou
mortos, sistemas de abastecimento de agua, dispositivos médicos, como os canais
do endoscépio (KOVALEVA et al., 2013).

Uma vez que as bactérias aderem a superficie, comecam a se dividir, e as
células se estendem ao redor do sitio de fixagdo, formando uma microcoldnia.
Posteriormente, a bactéria secreta o Exopolissacarideos (EPS), que constitui uma
matriz do biofilme. A composicao do EPS é diferente em cada bactéria e varia desde
alginato de P. aeruginosa, celulose no S. typhimurium, galactose no V. cholerae e
poli-N-acetilglucosamina no S. aureus, dentre outros (DOLAN; COSTERTON, 2002;
DOLAN, 2002; PADOVEZE, 2013).

As superficies umidas apresentam caracteristicas com maior facilidade de
adesao e formacgao de colbénias com presenga de micro-organismos, proporcionando
o desenvolvimento do biofiime (VICKERY et al., 2004). Entretanto, os patdgenos
podem se apresentar de forma livre, no estado planctbnico ou aderidos a uma
superficie (STEWART; COSTERTON, 2001). A diferenciagado entre as formas do
biofilme & por meio da aderéncia (células sésseis, consideradas imoéveis) a
superficie da matriz, diferente das células plancténicas (células flageladas,
consideradas moveis) que sao bactérias em suspenséao (VICKERY et al., 2004).

Essa matriz € composta fundamentalmente de carboidratos e proteinas, mas
tem sido observada, também, a presenca de DNA extracelular e detritos de células
mortas, formando uma camada viscosa, que possue a capacidade de aderir em
superficies como de instrumentais ou dispositivos médicos que sao implantados em
pacientes no momento das cirurgias e pode ser grande causadora de infecgbes
resistentes (STEWART; COSTERTON, 2001).

Outro constituinte da matriz sdo os polissacarideos, os quais promovem
protecdo as células sésseis residentes no biofiime e se tornam mais resistentes do

que em suspenséo, forma plancténica (Figura 09, p. 70) (REN-PEI et al., 2014).
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Bactérias Planctonicas

Superficie

Adesao via filme

Adesao Direta . .
condicionante

Figura 09: Tipos de adesao bacteriana
Fonte: (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013)

A formagao de biofilme por micro-organismos em superficies inertes tem sido
extensivamente estudada, havendo uma relacdo direta entre a capacidade do
organismo para formar um biofiime e a sua patogenicidade (KOVALERA et al.,
2013).

Segundo Dolan (2002), a formagéao do biofilme pode ser influenciada pelos
seguintes fatores: caracteristicas da superficie, do liquido, condi¢gbées hidrodindmicas
e propriedades das células. Muitos processos fisicos, biolégicos e quimicos
determinam o desenvolvimento inicial do biofilme. Primeiramente, moléculas e
pequenas particulas sdo transportadas a superficie por difusdo, formando um filme
condicionante. Essa camada tem influéncia na absorgcao, atracdo e transporte dos
micro-organismos e nutrientes para a superficie (STEWART; COSTERTON, 2001).

Alguns micro-organismos possuem maior facilidade em constituir biofilme,
dependendo da hidrofobicidade da célula, da presenca de flagelos ou fimbrias e da
capacidade de producdo de exopolissacarideos. No caso de PPS, os micro-
organismos mais relevantes na producdo de biofilme sdo Enteroccus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus Vviridans,
Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, micobactérias e diversos fungos. Esses micro-organismos podem ser
provenientes da pele do paciente, dos profissionais da saude, da agua e de fontes
ambientais (DOLAN, 2001; RUTALA; WEBER, 2008).

Estudos sobre biofilme contendo Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas

putida por microscopia eletrbnica apontam que essas bactérias formam,
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inicialmente, pequenas microcolénias. Com o tempo, ocorre a migragao de células
de uma microcolbnia para outra. A estrutura da microcolénia muda de compacta
para mais frouxa ao longo do tempo e, quando isso ocorre dentro das células, as
microcolbénias se movem (DOLAN, 2002; PADOVEZE, 2013).

A matriz que compde os biofilmes pode afetar a cinética da agcdo de um
desinfetante (STEWART; COSTERTON, 2001; BALSAMO, 2009). As bactérias no
interior do biofilme sdo até mil vezes mais resistentes aos antimicrobianos ou
desinfetante do que a mesma bactéria em suspensao (VICKERY et al., 2004,
ZHONG et al.,, 2009; REN-PEI et al., 2014). Assim, os biofiimes, sabidamente,
dificultam o processamento eficiente e representam desafio para o reuso de PPS
(VICKERY et al., 2009).

A forte adesao dos biofilmes a superficie dos materiais dificulta sua remocéo,
tornando o processo de limpeza mais complexo (VICKERY et al.,, 2004). Logo, é
fundamental a realizagdo de agao mecanica direta, por meio de fricgdo com
escovas, quando na limpeza manual, ultrassom ou jatos de agua sob presséao, pois,
apenas, imersao em detergentes € ineficaz para sua remogao (RUTALA; WEBER,
2008, BALSAMO, 2009; SOBECC, 2013).

A presenca de sujidade também pode promover uma colecéo adicional e que,
apos ser alcangada uma densidade critica, os fragmentos de biofilme se soltam
devido a um processo de despolimerizacdo e podem ser transferidos aos pacientes
por meio de PPS, durante exames ou procedimentos cirurgicos (VICKERY et al.,
2004; PADOVEZE; 2013).

Existe certa dificuldade em verificar se o biofilme foi removido, até mesmo
apos a limpeza ter sido realizada com lavadora ultrassdnica. Autores afirmam que
detergente enzimatico ndo consegue reduzir a carga microbiana dos endoscopios ou
camadas de polissacarideos formadas pelas bactérias. Esses estratos sao
verdadeiras protegdes para os micro-organismos que podem ser responsaveis pela
transmissao de micro-organismos infecciosos, pois sao dificeis de remover e
abrigam bactérias. Contudo, existe a grande necessidade de atencao a eficacia dos
detergentes utilizados no processo da limpeza (VICKERY et al., 2004).

A deteccido do biofiime em PPS pode ser realizada, utilizando técnica de
visualizacdo por meio de microscopia eletrénica ou por método quantitativo, no qual

se utiliza a acdo mecanica (agitagdo/ vibragdo) para remover micro-organismos
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associados ao biofilme, os quais sdo quantificados por meio de contagem em placa
ou técnica de coloragcéo em fluorescéncia (DOLAN, 2001, PADOVEZE, 2013).

No entanto, o controle do processamento do EGF nao garante a inibicdo da
formagao do biofilme durante a endoscopia (KOVALEVA et al., 2013). A formacéao de
biofilmes, no interior dos canais de endoscépios antigos, tem resultado em niveis
elevados e persistentes de UFC, depois da desinfecgdo e rinsagem com alcool
(ALFA, OLSON, MURRAY, 2014).

O acumulo ciclico de micro-organismos e matéria organica em PPS reusaveis
nao tem sido bem estudado. Biofilmes presentes em PPS sao diferentes do modelo
desenvolvido em constante hidratagao, pois, durante o uso, os PPS s&o hidratados e
ao final submetidos ao processamento, no qual sdo secos. Como as falhas na
adesdo as apropriadas técnicas de limpeza tém sido relatadas, € provavel que os
micro-organismos se protejam nesse acumulo ciclico (VICKERY et al., 2009;
PADOVEZE, 2013).

Diante essa diferenciagdo, o desenvolvimento do biofilme se origina de dois
tipos, com diferentes conformacgdes, estruturas e modelo: o Tradicional (TBF) e o
Buildup (BBF). O TBF dependente da disponibilidade de nutrientes e a cinética de
fluxo do fluido (Figura 10), em nichos ambientais, como tubulagdes de agua,
podendo apresentar com grande facilidade de agregacéo e adesao em implantes e
dispositivos médicos (ZHONG et al., 2009).

Biofilme Tradicional

12Etapa 2°Etapa 3°Etapa

Diregdo do fluxo de fluido ~

Continuamente banhado no liquido

Biofilme —)

Y Continua
[ hidratagao

Figura 10: Desenvolvimento do biofilme tradicional
Fonte: (ZHONG et al., 2009) (adaptado e modificado, acesso em 01/03/2017)
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O modelo TBF tem capacidade de se desenvolver em contato com uma
superficie continuamente imersa em fluidos e exposto ao contato com micro-
organismos. Esse tipo de biofilme tem capacidade de se formar em diversos tipos de
dispositivos, como: cateteres intravenosos, implantes médicos e endoscoépios, 0s
quais apresentam uma umidade residual. Os endoscopios apresentam condicdoes
propicias para o desenvolvimento do TBF devido a presenca de canais internos com
lumens estreitos, que dificultam a limpeza adequada, os quais podem ser
contaminados a partir de fontes de agua (ALFA; HOWIE, 2009a,b).

Ja o BBF é desenvolvido por meio de falhas na etapa da limpeza que podem
acumular matéria organica durante os ciclos de esterilizagdo e/ou desinfec¢ao e uso
repetido desses PPS, formando uma matriz EPS rigida e dificil de remover (ZHONG
et al., 2009) (Figura 11).

Biofilme Buildup

i

Ciclo 1 Ciclo2 w=p =p =p = Ciclo 50

| Ciclo:
[ ! ‘. A s . » Pds-paciente: hidratado
Camada seca de matriz organica com organismaos Limpeza: hidratado
incorporados | Desinfecgo: hidratado

Armazenamento: seco

Figura 11: Desenvolvimento do biofilme buildup
Fonte: (ZHONG et al., 2009)
(adaptado e modificado, acesso em 01/03/2017)

Os estagios iniciais de formacado do BBF (condicionamento de superficie a
partir de secregdes de paciente, adesao microbiana, crescimento e colonizagéo) sao
semelhantes ao modelo TBF. No entanto, os dispositivos médicos tais como EGF
sdo usados varias vezes por dia, com exposi¢ao ciclica em niveis elevados de carga
microbiana devido ao contato com a superficie da mucosa do intestino. Além disso,
cada ciclo de utilizacdo e processamento envolvem a exposicdo de fases de

hidratacdo (pos-paciente, limpeza e desinfecgdo), bem como uma fase seca
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(durante o armazenamento). O uso continuo pode facilitar a formagdo do BBF que
consiste em camadas de material organico seco, agregadas com micro-organismos
(ALFA; HOWIE, 2009a,b).

Estudo realizado por Pajkos, Vickery, Cossart (2004) demonstrou que
endoscopios novos ndo apresentavam solo ou presenca de biofilme em seus canais
internos, porém o0s canais novos apresentavam defeitos como rachaduras, que
possibilitavam o desenvolvimento do biofiime. Outro achado importante foi em
endoscopios em uso na pratica clinica de diferentes hospitais que apresentaram
acumulagdes de materiais que se assemelhavam aos biofilmes, detectados em
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Quando detectado presenga de biofilme, os métodos fisicos, tais como
ultrassom, limpeza mecanica ou a friccdo, sao efetivos, se realizados de forma
adequada, e os métodos quimicos, frequentemente, ndo sao efetivos, devido a
resisténcia dos biofiimes aos biocidas (PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004,
VICKERY et al., 2004).

Diversas sao as implicagbes para a saude, no que tange ao desenvolvimento
do biofilme, devido a grande dificuldade de remogao e sua consequente interferéncia
nos processos de desinfecgcao e esterilizagdo. A presenca de biofilme pode contribuir
para a faléncia dos procedimentos de limpeza, independente da rigorosa adesao aos
protocolos (PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004; VICKERY et al., 2004). Vale
ressaltar que a realizacao da limpeza e pré-limpeza em EGF, por meio de imersao
em liquido ou detergente, sdo fundamentais para evitar o ressecamento de matéria
organica e formacgéao de biofilme (PADOVEZE, 2013).

A persisténcia do biofilme, além de diminuir a eficacia da limpeza, também
protege a bactéria, presente nessa estrutura, da acdo do desinfetante e do agente
esterilizante (PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004; VICKERY et al., 2004).
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4. METODOLOGIA
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4.1 TIPO DE PESQUISA

Trata-se de uma pesquisa experimental e laboratorial, que consiste,
especialmente, em submeter os objetivos de estudo a influéncia de determinadas
variaveis, em condi¢gdes controladas e conhecidas pelo investigador, para observar
os resultados que as mesmas produzem no objeto (PRODANOV; FREITAS, 2013).

Nesta pesquisa, diferentes detergentes e desinfetantes de alto nivel foram
avaliados quanto a capacidade de destruir e remover micro-organismos presentes
no Biofilme Tradicional (TBF) e Buildup (BBF), durante a simulagdo do
processamento de endoscopios, somente com detergente e em associagdao com

detergente e desinfetante, sem fricgao.
4.2 LOCAL E PERIODO

O estudo foi realizado no periodo de 18 de margo a 20 de dezembro de 2015,
no Laboratério Albrechtsen Research Center of Saint Boniface General Hospital,
interligado a University of Manitoba, na cidade de Winnipeg, Manitoba, Canad4, sob
a supervisdo da coordenadora Dr® Michelle J. Alfa. O laboratério apresentava
infraestrutura adequada e medidas de seguranga contra riscos bioldgicos, fisicos,

quimicos e radioativos, aprovadas pelos 6rgaos competentes canadenses.
4.3 MATERIAL

Foram utilizados MBEC™ (Minimum Biofilm Eradication Concentration) Biofilm
Inoculator (Innovotech®, Edmonton, Alberta, Canadd) com e sem a presenga de
hidroxiapatita para a formacédo dos biofilmes analisados. MBEC™ consistem em 96
pegs (aparentam pinos de plastico) aderidos a uma tampa de plastico estéril com
uma base contendo 96 espacos individuais, denominados pogos (Figura 12, p. 77).
Os biofilmes sao estabelecidos e formados nesses pegs com fluxos de nutrientes no
interior desses pocgos, 0s quais sdo desenvolvidos em constante movimento do
MBEC. A tampa com pegs do biofilme formado € removida dos bottom e submersa a
um novo com 0s agentes desejados para avaliagdo. MBEC é muito utilizado pela

versatilidade de poder testar 96 diferentes agentes em um mesmo kit.
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Figura 12: MBEC (A) MBEC com pegs aderidos a tampa e sua base constituida por 96 pogos
utilizados para armazenar o solo formador do biofilme, (B) visdo dos pegs quando suspensos da
base.

Fonte: http://www.innovotech.ca/products_use.php (acesso em 01/03/2017)

MBEC foi utilizado inicialmente para a formacado de biofiime por Ceri et al
(1999), denominado como modelo de Calgary, que formou biofilme com trés
diferentes bactérias a 35°C com 95% de Umidade Relativa (UR), em uma mesa com
movimento rotativo continuo, simulando o mixer para o desenvolvimento do biofilme.

As instrugbes do fabricante MBEC (INNOVOTECH, 2012) demonstram
ensaios realizados com biofilmes para validar o MBEC e coloca-lo no mercado apto
para o desenvolvimento e formagdo de biofimes em pegs de plasticos.
Primeiramente, o desenvolvimento se deu quando as bactérias plancténicas
comecgaram a aderir a superficie dos pegs de plastico. Esse biofilme é, comumente,
visivel, como uma sujidade aderida a superficie dos pegs. Algumas células podem
estar dispersas e ser eliminadas da superficie, servindo como um inéculo para a
determinagado da concentragdo inibitéria minima (CIM) (MIC - Minimum Inhibitory
Concentration). A area média da superficie de cada peg no dispositivo MBEC é
108,9 mm? (Figura 13, p. 78).
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Biofilme

LA Al

Figura 13: MBEC (A) demonstra os pegs com a capacidade de aderéncia do biofilme na superficie de
plastico, (B) pegs submersos a base do MBEC, mostrando o contato com a substéncia utilizada para
a formagéao do biofilme.

Fonte: http://www.innovotech.ca/products_use.php (acesso em 01/03/2017)

4.4 MICRO-ORGANISMO E CULTURA

4.4.1 DESAFIO ORGANICO: BACTERIAS E ARTIFICIAL SOLO TESTE

Foram eleitos para o estudo Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) que sao micro-organismos frequentemente
associados a contaminagdes e infeccbes em procedimentos de endoscopia
(DOLAN; COSTERTON, 2002; CDC, 2008; KOVALEVA et al., 2013). Os micro-
organismos estavam armazenados na bacterioteca do préprio laboratério
(armazenados em freezers menos 80°C) e repicados a primeira vez apés
descongelar, sendo utilizados ambos para o TBF e BBF.

Posteriormente, os micro-organismos foram subcultivados duas vezes em
Tryptic Soy Agar (TSA) com 5% de sangue de carneiro (Oxoid, Toronto, Canadd) e
incubados as temperaturas de 35 a 39°C por 24 horas. Somente apds os subcultivos
€ que as bactérias estavam adequadamente prontas para serem utilizadas nesta
pesquisa.

Para o inicio do experimento, foi preparada uma suspensao bacteriana com
aproximadamente 8 logigo UFC/mL em reservatério com agua de osmose reversa
esterilizada, cuja concentragdo foi determinada por espectrofotdmetro
(SPECTRONIC 601 — MILTON ROY), baseada na escala de densidade de
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suspensao por McFarland (McFarland Latex Stand 0.5 — Hardy Dignostics). Apos a
suspensao das bactérias, foram transferidas para tubos de eppendorfs e
centrifugadas (8R centrifuge, International Equipment Company (IEC)). Em seguida,
foi retirado o supernadante dos tubos e desprezado em recipiente com hipoclorito de
sédio. Procedimento realizado em cabine de segurancga biolégica com fluxo laminar
e filtro HEPA (High efficiency particulate arrestance) (Figura 14), classe tipo | e |l
(Airclean Systems, Ontario, Canada), com intuito de proteger o ambiente e os

profissionais das particulas e agentes infecciosos.

Figura 14: Cabine de seguranga biolégica com fluxo laminar
Fonte: www.googleimagens.com.br (acesso em 01/03/2017)

Apds o preparo das bactérias, as mesmas foram misturadas com solo,
Artificial Solo Teste (AST) (US patent 6,447,990) (ALFA et al., 2002), utilizado para a
formagdo do biofiime no MBEC/pegs. Esse solo contendo AST e bactérias foi
conferido por meio de inoculagdo em placas de TSA com diluigcdes 1:10 seriada em
(10, 10° e 10®) utilizando tampéao fosfato salino esterilizado (phosphate buffered
saline - PBS) para diluicdo. Posteriormente, as placas foram incubadas durante 24
horas a temperatura de 35 a 39°C. Apds esse periodo, foram submetidas a

contagem de células viaveis.
4.5 DESENVOLVIMENTO DO BIOFILME

4.5.1 DESENVOLVIMENTO DO BIOFILME TRADICIONAL
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O TBF foi desenvolvido durante oito dias em MBEC pegs (com a presenga de
hidroxiapatita), em condi¢cbes assépticas na cabine de seguranga, segundo modelo
proposto por (CERI et al., 1999). Realizou-se a mimitizagdo do processamento de
EGF, somente, com a etapa da limpeza em posigcéo estatica (MBEC n&o permite a
friccdo, situagdo semelhante ao que ocorre com o canal de ar/agua), utilizando a
agua de torneira esterilizada para esse procedimento. Esse desenvolvimento se deu
em virtude da conceitualizagdo do TBF ser formado em constante hidratagédo (Figura
15).

. Desenvolvido em 1° dia: Preparo do AST e bactérias,
Biofiime oito dias em adicionados ao MBEC peg e mantidos
Tradicional MBEC peg com em Rocking Table por 48 horas.

hidroxiapatita.

Gdia: Lavado o MBEC com éguab (2° dia: MBEC peg com AST e\
torneira esterilizada (trés vezes/ 30 [g bactérias, mantidos em Rocking Table.

segundos). Contaminou-se o MBEC peg
com AST e bactérias e mantendo-o em
Rocking ~ Table por duas horas. (4° dia: Mantido MBEC peg em Rocking |
Repetidas a lavagem e contaminag&o Table.
trés vezes. Ao final, o MBEC peg

. J
permaneceu contaminado e mantido por ¢

48 horas em movimento. / @’ dia: Apdés 48 horas mantido em

Rocking Table, repetido o mesmo
procedimento do 3° dia e ao final

o — ) adicionados AST e bactérias.
g ek? d.'ra'b’;ABEC peg manikio no Posteriormente o MBEC peg foi mantido
Ocking Table. contaminado no Rocking Table por 72

\horas. /

(8° dia: Apés 72 horas mantido em\ s X X = 3
Rocking Table, é repetido o mesmo a] Removidos cinco pegs para anlise do
_procedimento do 3° e 5° dia. biofilme tradicional.

¢ >y \. /

s - " R) ¢ - " - A
Submetidos os demais pegs do Removidos cinco pegs de cada tipo de
MBEC a quatro tipos de detergente > detergente para anélise da inativagao e

_sem atrito. l ) (_remog&o do biofilme tradicional. )
Submetidos os demais pegs do Removidos cinco pegs de cada tipo de
MBEC a trés tipo de desinfetantes desinfetante para analise da inativagao e
em posicao estatica. De forma que remogao de biofilme tradicional (analise
cada detergente testado foi exposto com a associagao de cada detergente e
a cada DAN separadamente. DAN separadamente).

Figura 15: Fluxograma de desenvolvimento do biofilme tradicional em oito dias/etapas.
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No momento da contaminagéo para o desenvolvimento do TBF, adicionaram-
se, em cada pog¢o do MBEC, 150 yL (microlitro) de AST e bactérias (Figura 15, p.
80). Para a etapa de lavagem, foram utilizados 200 pyL de agua de torneira
esterilizada. No momento em que o MBEC era mantido no Rocking Table, foram
padronizados oito movimentos por minuto (MPM) (Figura 16, p. 81). Todo o

procedimento foi realizado na cabine em temperatura ambiente de 20 a 21° C.

Figura 16: (A) MBEC com a visdo dos pegs sem presenga de formacdo de biofilme, (B) pogo com
presenca de solo (AST e bactérias) para o desenvolvimento do biofilme tradicional.
Fonte: Registro da pesquisadora - Laboratoério St. Boniface Research Center

Figura 17: Rocking table utilizado para movimentar o MBEC durante a formagao do biofilme.
Fonte: Registro da pesquisadora - Laboratoério St. Boniface Research Center
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Figura 18: MBEC com biofilme tradicional aderido aos pegs.
Fonte: Registro da pesquisadora - Laboratério St. Boniface Research Center

4.5.2 DESENVOLVIMENTO DO BIOFILME BUILDUP

O BBF foi desenvolvido durante oito dias em MBEC pegs estéreis (sem
hidroxiapatita), na cabine com maxima barreira asséptica. Além do modelo de Ceri et
al. (1999), modificado para a formagao do BBF, associou-se a pesquisa de Zhong et
al. (2009). Para esse desenvolvimento, mimitizou-se o processamento de EGF, com
a etapa da limpeza em posigdo estatica, utilizando somente a agua de torneira
esterilizada e a DAN com a utilizagdo do GLUT 2.6% Metricide™, diluido 1:50. Esse
desenvolvimento foi decorrente da diferenciagcdo desse biofilme que se origina
devido a ciclicos processos de secagem e hidratagdo, da mesma forma que é

realizado na desinfeccgao (Figura 19, p. 83).
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1° dia: Preparo do AST e bactérias,

Desenvolvido em adicionados aoc MBEC peg e mantido

%'3:;:;3: oito dias em em Rocking Table por duas horas e,
MBEC peg sem posteriormente, mantido estéatico por
hidroxiapatita. 48 horas.
ﬁ dia: Apdés 48 horas em posic% (2° dia: MBEC peg com AST e\
estatica, lavado o MBEC com &agua de Pa— bactérias, mantido em posigao
torneira esterilizada (trés vezes/ 30 \estética.
segundos). Realizada exposigao ao
GLUT por dois minutos. Lavado o MBEC (4° dia: Ap6s 24 horas, é repetido o |
com agua de torneira esterilizada (5 mesmo procedimento do 3° dia.
vezes/ 60 segundos). O MBEC peg > v,
permaneceu hidratado por 24 horas, em

@sigéo estatica. /

n5° dia: Repetido o mesmo procedimento\

0 o 70 Ain. : h do 3° dia, porém ao invés de permanecer
6 e 7 dia: MBEC peg mantido no <€—— hidratado, foi contaminado o MBEC peg
Rocking Table. . -

) com AST e bactérias e mantido no
l \Rocking table por dois dias. )

(& dia: Apbés mantido em Rocking\ ‘ - X : )
Table por dois dias, é repetido o Removndos_ cinco pegs para analise do
_mesmo procedimento do 3° dia. biofilme buidulp.

& L. J
s - - =) (- - - - =)
Submetidos os demais pegs do Removidos cinco pegs de cada tipo de
MBEC a quatro tipos de detergente > detergente para anélise da inativagao e

__sem atrito. l ) |_remogao do biofilme buildup. y
/Submetidos os demais pegs do\ /Removidos cinco pegs de cada tipo de\
MBEC a trés tipo de desinfetantes desinfetante para andlise da inativagao e
em posigado estatica. De forma que ———>f remogao do biofilme buildup (analise
cada detergente testado foi exposto com a associagao de cada detergente e
\a cada DAN separadamente. ) \DAN separadamente). )

Figura 19: Fluxograma de desenvolvimento do biofilme buildup em oito dias/etapas.

No momento da contaminacao para o desenvolvimento do BBF, adicionaram-
se em cada pogo do MBEC 200 uL de AST e bactérias (Figura 16, p. 81). Para a
etapa de lavagem, foram utilizadas 200 pL de agua de torneira esterilizada. Na etapa
de exposi¢ao ao GLUT 2.6%, utilizaram-se 200 pL de Metricide™. Quando o MBEC
peg foi acondicionado hidratado, adicionaram-se, 150 uL de &agua de torneira
esterilizada em cada pogo. No momento em que o MBEC era mantido no Rocking

Table foram padronizados oito movimentos por minuto (MPM) (Figura 17, p. 81).
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Todo o procedimento foi realizado na cabine em temperatura ambiente de 20 a 21°
C.

4.6 TESTES

4.6.1 TESTES COM DETERGENTES E DESINFETANTES DE ALTO NiVEL

Foi avaliada a agcdo de quatro detergentes e trés desinfetantes na destruigao
ou remogao do TBF e BBF (Quadro 05, p. 86). Apds a formagao do TBF nos pegs,
os mesmos foram submetidos ao procedimento de limpeza, com os detergentes,
seguindo o tempo de exposi¢ao, temperatura e diluicdo de cada fabricante. Apds a
etapa de limpeza em posicao estatica, os pegs foram extraidos para analises
subsequentes. De forma semelhante, procedeu-se com o0s pegs submetidos,
apenas, aos desinfetantes, e os submetidos ao processamento completo simularam
o processamento de EGF. Foram realizados testes quimicos para avaliar a MEC dos
desinfetantes no momento do uso.

Pelo fato de o MBEC possuir a capacidade de 96 pegs, utilizaram-se um
mesmo MBEC para todas avaliacbes de TBF e outro para todas de BBF, quais
sejam: os quatro detergentes (isolados), dos trés desinfetantes (isolados) e dos
quatro detergentes e trés desinfetantes (associados separadamente), conforme

recomendagdes do fabricante (Figura 20, p. 85).
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Analise de cinco pegs, som

(controle positivo)

ente com

exposigcao aos DET (1, 2, 3 e 4)

Biofilmes Tradicional e Buildup

l

[

|
l l

Analise de cinco pegs, somente com

exposicao aos DAN (1,2 e 3)
(controle positivo)

|

l

DET -1

DET -2

DET-3

DET -4 DAN -1

DAN -2

DAN -3

DET 4 — exposto
ao DAN1-2-3
separadamente

DET 3 - exposto ao
DAN1-2-3
separadamente

DET 2 — exposto ao
DAN1-2-3
separadamente

DET 1 — exposto
ao DAN1-2-3
separadamente

|

Analise de cinco pegs de

cada exposicao (separadamente)

Figura 20: Demonstragdo esquematica da analise de exposigdo dos biofilmes tradicional e buildup

aos detergentes e desinfetantes.

Legenda: DET 1 — Detergente Prolystica enzimatico, DET 2 — Detergente Prolystica Neutro, DET 3 —
Detergente Neodisher, DET 4 — Detergente Endozime, DAN 1 — Glutaraldeido, DAN 2 — Acelerador
peroxido de hidrogénio e DAN 3 — Ortoftaldeido.

Ao final do oitavo dia de desenvolvimento do TBF e BBF, analisaram-se a

destruicao e remocao do biofilme por meio de microscopia eletrénica de varredura

(MEV), contagem bacteriana, analise de proteina e carboidrato (descritas no tépico

4.10).




Quadro 05: Detergentes e desinfetantes avaliados quanto a destruicdo e remogéao

dos biofilmes tradicional e buildup (GOIANIA, 2016)

Tempo de
M / -
Detergente Tipo do detergente arca . _Us_o~ exposicao e
Companhia e temperatura
Prolystica Enzymatic | STERIS 5 minut
D1 2x concentracao Mississauga, 4mL/ 1L mlrlu s
enzimatica ON, Canada 30°C
Prolystica Neutral STERIS amL/ 1L 5 minutos
D2 2x concentragao nao Mississauga, .
enzimatica ON, Canada 30°C
Dr. Weigert
Neodisher® (Systematic 10 minut
D3 Alkaline Hygiene)- 30mL/ 1L mintros
ndo enzimatico Hamburg, 30°C
Germany
Endozime® Ruhof - ;
2 t
D4 Bio-Clean — Mineola, New | 8mL/1L minwros
detergente enzimatico | York, USA 30°C
Tempo de
Marca/ Reuso/
Desinfetante | Tipo do Desinfetante r . u exposicao e
Companhia Dias temperatura
Vetricide™ g/let’;rex - 20 minutos
i etricide ybron :
DAN1-GLUT | Gtaraldeido 2.6% | Canada, 14 dias Temperatura
Oakville Ambiente
Cidex® Ortoftaldeido jOEnson & 10 minutos
) o ohnson, ,
DAN 2- OPA 0.55% Markham, ON, 14 dias 20°C
Canada
Revital-Ox
Resernt® Acelerador | STERIS 5 minutos
DAN 3 — AHP Perdxido de Mississauga, 14 dias Temperatura
Hidrogénio ON, Canada Ambiente
2%

* Temperatura ambiente Winnipeg, Manitoba, Canada (20 a 21 °C).
DAN - Desinfetante de Alto Nivel

D — Detergente

Fonte: Préprio autor

4.7 EXTRAGAO DOS PEGS PARA ANALISES

Apods formacao do TBF e BBF, os pegs foram removidos individualmente,
quebrados da tampa estéril do MBEC™ com auxilio de pincas hemostaticas estéreis

e colocados em tubos tipo snap cap (Simport, Quebec, Canada), e a eles
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adicionados 500uL de agua de osmose reversa esterilizada mais 500uL de
neutralizante para analise microbiana. Foi utilizado o neutralizante proposto por
Pineau e Phellippe (2013) contendo, Tween 80, lecithin, sodium thiosulfate e L-
histidine.

Apds a remogao, os pegs foram acondicionados em tubos adequados para
cada tipo de analise (analise microbiana com presenga de neutralizante e analise de
proteina e carboidrato sem neutralizante), realizou-se a extragdo do biofilme, para
que o mesmo ficasse suspenso dentro do tubo e facilitasse a analise. Nos tubos
destinados a analise de proteina e carboidrato, foram adicionados somente 1000uL
de agua de osmose reversa esterilizada. Essa extragcado foi realizada com dois
minutos de mixer (Finemixer SH 2000), cinco minutos de sonicacdo em ultrassénica
com 50/60 Hertz (Branson 1200 Ultrasonic, Canada, Pickering ON) e posteriormente

em vortex (Fisher Scientific, Touch mixer, Model 232) por um minuto (Figura 21).

Snap cap com peg para
extracao do biofilme

Mixer dois minutos Vortex um minuto

Figura 21: Processo de extragao do biofilme para analise
Fonte: Registro da pesquisadora - Laboratério St. Boniface Research Center e
www.googleimagens.com.br (acesso em 04/03/2017)
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4.8 EFICACIA DE EXTRAGAO DO BIOFILME EM MEBEC/PEGS

Apods o desenvolvimento do biofilme nos pegs, foi testada a eficacia de cada
um dos desinfetantes em remover o biofilme dos mesmos, procedimento necessario
para checar se, realmente, os desinfetantes utilizados nesta pesquisa conseguiriam
remover o biofilme do pegs com as extragoes, utilizando mixer, ultrassdnica e vortex.
Procedimento necessario, tendo em vista que os desinfetantes a base de aldeidos
possuem a capacidade de fixar matéria organica nos PPS (PINEAU et al., 2008a).

Para essa analise, utilizaram-se somente pegs com formagdo do TBF. A
eficiéncia da extracdo do biofilme foi realizada por inspecéo visual dos pegs, apos
tratamentos/extracédo e por peso (comparando o peso do peg sem presencga de
biofilme e com biofilme e, ainda, com biofilme submetido ao processamento na etapa
de desinfecgéao).

Apods a formacéo do biofilme descrita no topico 4.5.1 (p.79) da metodologia,
difere, apenas, em relacdo ao numero de dias que foram cinco, pois, nesse
momento, apresentou-se o TBF desenvolvido para analise de extragdo. Os pegs
foram expostos, separadamente, aos trés desinfetantes (de acordo com instrugoes
do fabricante) em cinco amostras de pegs por produto. Posteriormente, os pegs
foram removidos do MBEC com auxilio de pinca hemostaticas e colocados em tubos
tipo snap cap com 1mL de agua de osmose reversa esterilizada e submetidos ao
processo de extragao do biofilme dos pegs, mixer um minuto, ultrassénica por cinco
minutos e vortex por um minuto.

Como controle desse procedimento, utilizaram-se cinco amostras de pegs
com TBF sem exposi¢cao aos desinfetantes e sem extracdo do biofilme (controle
positivo sem extragdo) e cinco amostras de pegs com TBF sem exposicdo aos
desinfetantes e com extragéo do biofilme (controle positivo com extragéo).

Finalizada a extragdo dos pegs, estes foram mantidos em cabine (Figura 22,
p. 89) durante 12 horas em placas vazias forradas com papel aluminio para que os
mesmos permanecessem secos para o procedimento de analise do peso e inspecao

visual.
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Figura 22: Demonstragao, na abine, de modo a impedir que a umidade interferisse na analise de
peso.
Fonte: Registro da pesquisadora — Laboratério St. Boniface Research Center

No dia seguinte, realizou-se a analise visual dos pegs com auxilio de lupa
(Figura 23), seguida da aferigao do peso. Primeiramente, foram pesados em balanga
de gramas (Balanga analitica de preciséo digital, Denver Instrumentos S1-114,
Colorado, U.S.A) os pegs extraidos do MBEC sem presencga de biofilme, ou seja, o
peg novo. Posteriormente, foram pesados os pegs expostos ao tratamento e aos

controles.

Figura 23: Inspecao visual dos pegs, apds exposigado e extragéo

Fonte: Registro da pesquisadora - Laboratoério St. Boniface Research Center

Legenda: (1 — controle positivo sem extragao, 2 — controle positivo com extragao, 3 - biofilme exposto
a DAN com GLUT, 4 - biofilme exposto a DAN com APH e 5 — biofilme exposto a DAN com OPA.

Para célculo da porcentagem de extragcdo do biofilme de cada desinfetante,
foram analisados média e desvio padrdao dos valores referentes as cinco amostras,

depois foram realizados os calculos demonstrados a seguir.



