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CÁLCULO: Nesse cálculo, verificou-se a média em porcentagem (%) da extração do biofilme em 
pegs com mixer, ultrassônica e vórtex (Controle para comparação posteriormente quando os pegs 
foram expostos ao tratamento de desinfetantes). 
 

 

 
CÁLCULO: Nesse cálculo, verificou-se a média em porcentagem (%) da extração do biofilme em 
pegs com mixer, ultrassônica e vórtex quando expostos separadamente a cada um dos tratamentos 
com desinfetantes. 
 

 
4.9 CONTROLES 
 
 Selecionaram-se amostras para análise de cada controle tanto para o TBF 

quanto para o BBF, determinando cinco pegs para cada controle negativo e positivo. 

Definiram-se cinco amostras para alcançar maior acurácia dos resultados.  

 

4.9.1 CONTROLE NEGATIVO  
  
- Pegs sem biofilme: Cinco pegs expostos simultaneamente à formação do TBF e 

BBF, porém pegs sem adição de AST e bactérias, na ausência de biofilme.  

- Pegs sem biofilme submetidos aos detergentes: Cinco pegs sem TBF e BBF 

foram expostos somente aos detergentes. 

- Pegs sem biofilme submetidos aos desinfetantes: Cinco pegs sem TBF e BBF 

foram expostos somente aos desinfetantes. 

- Pegs sem biofilme submetidos ao processamento: Cinco pegs sem TBF e BBF 

foram expostos a cada detergente e desinfetante isoladamente e para suas 

associações, simulando o processamento. 
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4.9.2 CONTROLE POSITIVO  
 
- Pegs com biofilme: Cinco pegs expostos ao AST e bactérias e com presença de 

TBF e BBF. 

- Pegs com biofilme submetidos aos detergentes: Cinco pegs com TBF e BBF 

foram expostos somente aos detergentes. 

- Pegs com presença de biofilme submetidos aos desinfetantes: Cinco pegs 

com TBF e BBF foram expostos somente aos desinfetantes. 

 

4.9.3 GRUPO TESTE  
 

- Pegs com presença de biofilme submetidos ao processamento: Cinco pegs 

com TBF e BBF foram expostos a cada detergente e desinfetante isoladamente e 

para suas associações, simulando o processamento. 

 
4.10 ANÁLISE DO BIOFILME 
 
4.10.1 CONTAGEM BACTERIANA 
 
 No momento da análise do TBF e BBF, foi estabelecido um benchmark3 para 

contagem de bactérias, análise de proteína e carboidrato, correspondente à limpeza 

adequada para aparelhos de endoscopia, sendo adotadas aquelas propostas por 

Alfa, Degagne, Olson (1999). Estabeleceram-se valores adequados de limpeza 

manual para canais de endoscópios flexíveis: < 6,4 µg/cm2 para proteína, 1,79 

µg/cm2 para carboidrato e < 4 log10 UFC/ cm2 para bioburden. 

 A contagem de bactérias recuperada após a extração do biofilme, foi 

realizada em diluições de 1:10 com PBS e posterior inoculação em placa de TSA. O 

limite de detecção para o ensaio de viabilidade foi de 10 UFC/peg. Após período de 

24 horas de incubação das placas, as mesmas foram analisadas com auxílio de uma 

lupa para contagem exata de colônias presentes e viáveis. 
																																																													
3	Benckmark	é	um	processo	de	comparação	do	desempenho	entre	dois	ou	mais	sistemas	(Dicionário	
online:	https://pt.wikipedia.org/wiki/Benchmarking		
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4.10.2 ANÁLISE DE PROTEÍNA 
 
 Para as amostras de análise de proteína, utilizou-se o kit de ensaio QuantiPro 

BCA™ (Sigma, St Louis, Missouri), sendo que as amostras em tubos de snap cap 

foram mantidas em freezers em temperatura -16 °C por duas semanas até o 

momento da análise. No dia anterior à análise de proteínas, as amostras foram 

retiradas do freezer e mantidas em temperatura 4 – 8°C. No dia da análise, as 

amostras foram diluídas em água de osmose reversa esterilizada (diluição de 1:10) e 

realizadas triplicatas para melhor acurácia dos valores. Após diluição, as amostras 

foram adicionadas em poços com 96 espaços, de plástico e acessível para análise 

em espectrofotômetro. Simultaneamente, foram realizadas as amostras-padrão para 

comparação com as amostras analisadas. As amostras-padrão se originaram da 

curva de análise da quantidade de proteína, as quais foram realizadas com uso de 

albumina de soro bovino, um ensaio quantitativo com base em ácido bicinconínico 

(Sigma, St. Louis, MO).  

 Após completado todo o poço de amostras necessário para análise, as 

amostras-padrão foram adicionadas aos reagentes do kit de ensaio QuantiPro 

BCA™, e o poço com as amostras foi incubado em temperatura média de 56°C por 

uma hora (Figura 24, p. 93). Finalizado o período de incubação, esse poço com 96 

espaços foi acoplado ao espectrofotômetro (Spectrophotometer molecular devices 

Emax) para análise da curva de proteína. O ensaio de proteína foi realizado de 

acordo com instruções do fabricante, e o limite de detecção foi de 0,5 µl /mL. 
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Figura 24: Poço com 96 espaços para análise de proteína, após adição de reagente e incubação. As 

três primeiras colunas são correspondentes às amostras-padrão para a formação da curva de 
proteína e para a leitura das demais amostras. 

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

 
4.10.3 ANÁLISE DE CARBOIDRATO 

 

 As análises de carboidrato foram realizadas duas semanas após o 

experimento, seguindo as instruções de armazenamento das amostras de proteína e 

as recomendações de Liu et al., 1994, “Simple Technique for Estimation of biofilm 

accumulation”. 

 Após diluição das amostras com água de osmose reversa esterilizada em 

diluição de 1:10, estas foram colocadas em triplicatas, em tubos de vidro longos, por 

30 minutos, em temperatura ambiente, para adição dos reagentes, pois, os 

reagentes ácidos eram incompatíveis com os tubos de snap cap nos quais estavam 

armazenadas as amostras. O fenol 5% e ácido sulfúrico foram utilizados como 

reagentes para análise de carboidrato que, posteriormente, foram adicionados às 

amostras nos 96 espaços do poço. Como os reagentes para essa análise eram 

ácidos, utilizaram-se poços com 96 espaços de acrílico compatível com os mesmos, 

para não sofrer interferência.   

 A leitura da análise de carboidrato foi realizada por meio da curva para limite 

de detecção, constituída das amostras-padrão com glucose 1mg/mL 

(miligrama/mililitro), posteriormente comparadas com as amostras da pesquisa. Após 

adicionadas todas as amostras aos poços com 96 espaços de acrílico (Figura 25, p. 
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94), as mesmas foram analisadas em espectrofotômetro (Spectrophotometer 

molecular devices Emax). A leitura da quantidade de carboidrato foi realizada 

conforme instruções do fabricante, e o limite de detecção foi de 10 µl /mL. 

 

 
Figura 25: Poços de 96 espaços para análise de carboidrato, após adição de reagente/ácidos. As 

três primeiras colunas são correspondentes às amostras-padrão para a formação da curva de 
carboidrato e  padrão para a leitura das demais amostras. 

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

 
4.10.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA  
 
 As amostras foram preparadas para MEV, baseadas em Ren et al. (2013), 

sendo imersas em 2mL GLUT 2,6% MetricideTM (Sybron Canada, Oakville) para 

fixação do biofilme nos pegs e mantidas em geladeira com temperatura de 4°C 

durante duas horas. Em seguida, foram lavadas por três vezes com PBS, 

aguardaram-se 10 minutos entre uma lavagem outra e nesse período 

permaneceram com tampão. Em seguida, foram mantidas secas para análise em 

MEV (Cambridge Instruments STEREOSCAN 120) (EDAX GENESIS 4000 20.0 kv – 

kilovolt). Os testes foram realizados no laboratório Biomedical Engineering 

Laboratory, campus da Engenharia da University of Manitoba.  
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4.11 TESTE COM BACTÉRIAS EM SUSPENSÃO  
 
4.11.1 TESTE DOS DETERGENTES COM BACTÉRIAS EM SUSPENSÃO 
 
 Realizaram-se os testes com bactérias em suspensão para controle dos 

detergentes e DAN na ativação com e sem neutralizantes. Ressalta-se que os 

desinfetantes realizam a eliminação de micro-organismos, exceto dos esporos 

bacterianos (AORN; 2017), e quando ficam resíduos desses desinfetantes, após a 

etapa de enxágue, os mesmos podem interferir no resultado da pesquisa. Então, 

para a análise da destruição e remoção dos biofilmes com associação dos DAN foi 

adicionado neutralizante, segundo Pineau e Phellippe (2013), para neutralizar os 

resíduos de desinfetantes que podem restar após o enxágue dos MBEC pegs.  

 Na análise de detergentes, não se utilizaram neutralizantes porque esses 

saneantes não possuem a capacidade de remover micro-organismos e sim matéria 

orgânica e carga microbiana (biuborden) e se restar resíduos, não interferem nos 

resultados de destruição e remoção dos biofilmes.  

 Para realização de testes de bactérias em suspensão, foram utilizados os 

mesmos micro-organismos para o desenvolvimento do TBF e BBF. Foi realizada a 

absorvância das bactérias Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Enterococcus 

faecalis (ATCC 29212) em 8 log10 UFC/mL e em seguida, procedeu-se à diluição 

para 4 log10 UFC/mL com água de osmose reversa esterilizada. A quantidade de 

bactérias foi verificada por meio da cultura dos inóculos em placas TSA, seguida de 

diluições de 1:10 com PBS. 

 Após a verificação do crescimento em TSA das bactérias em suspensão, 

foram realizados testes para cada detergente (Quadro 05, p. 86) com bactérias em 

suspensão para comparar os dados da capacidade dos detergentes de eliminar 

bactérias em suspensão e a habilidade dos detergentes em destruir ou remover o 

TBF e o BBF. Para o controle positivo, utilizaram-se (1800µL de água de osmose 

reversa esterilizada + 200µL mix de bactérias), para o controle com neutralizante 

(900µL de cada detergente analisado + 900 µL neutralizante + 200µL mix de 

bactérias) e para o controle com água (900µL de cada detergente analisado + 900 

µL água de osmose reversa esterilizada + 200µL mix de bactérias). A quantidade de 

200µL de bactérias foi adicionada posteriormente aos snap cap e foi aguardado o 

tempo necessário de contato de cada detergente testado em temperatura 
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determinada pelo fabricante. Todos os testes foram repetidos em triplicata para os 

detergentes, Prolystica enzimático, Prolystica neutro, Neodisher e Endozime.  

 Após o tempo de ação dos detergentes com os componentes analisados, a 

quantificação da carga microbiana foi verificada por meio de cultura dos inóculos em 

placas TSA, seguida de diluições de 1:10 com PBS. As placas foram incubadas em 

temperatura de 35 a 39°C e submetidas à contagem de colônias após 24 horas.  

 
4.11.2 TESTE DE NEUTRALIZANTE COM BACTÉRIAS EM SUSPENSÃO 
 

 O neutralizante usado nesse experimento foi preparado baseado em Pineau e 

Phellippe (2013). Para testar a eficácia do neutralizante, testou-se o mesmo com os 

diferentes desinfetantes utilizados nesta pesquisa (Quadro 05, p. 86), sendo que os 

desinfetantes foram diluídos 1:10. Foram adicionados, em tubos tipo snap cap, 

900µL de cada desinfetante, separadamente, 900µL de neutralizante e, 

posteriormente, 200µL do mix de bactérias. Para controle positivo utilizou-se água 

de osmose reversa esterilizada com acréscimo do mix de bactérias e os DAN com 

acréscimo de bactéria. O tempo de exposição foi de 20 minutos em temperatura 

ambiente para o GLUT, 10 minutos para OPA e cinco minutos para APH conforme 

recomendação de cada fabricante.   

 Depois da exposição, as amostras foram plaqueadas da mesma forma  que 

mencionadas no teste de detergente em bactérias em suspensão, e realizada 

contagem de bactérias de cada um dos experimentos após 24 horas de incubação, 

realizada em triplicata.  

 
4.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
  
 Os dados foram tabulados primeiramente em planilha de Excel, calculados 

média e desvio padrão. Para determinar o valor de p (p<0.005) e intervalo de 

confiança (IC 95%), foi utilizada análise de variância (ANOVA) em programa PRISM 

6 (Trial Prism 6). Realizarou-se a comparação da média e desvio padrão para 

contagem de bactérias, análise de proteína e carboidrato com os controles negativos 

e positivos mencionados nesta pesquisa. 

  



	 97	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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 Os resultados serão reportados em formato de artigos científicos, sendo que os 

mesmos já foram publicados em periódicos científicos mencionados abaixo. 

 

5.1. ARTIGO 01 

- Luciano, C. C; Olson, N; Tipple, A. F. V; Alfa, Michelle. Evaluation of the ability of 

different detergents and disinfectants to remove and kill organisms in traditional 

biofilm. American Journal of Infection Control. 2016. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.ajic.2016.03.040 (Apêndice A)  

 

5.2. ARTIGO 02 

- Luciano, C. C; Olson, N; DeGagne, P; França, R; Tipple, A. F. V; Alfa, Michelle. A 

new buildup biofilm model that mimics accumulation of material in flexible endoscope 

channels. Journal of Microbiological Methods. 127, 224-229. 2016. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2016.06.022 (Apêndice B) 
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5.1 ARTIGO 01 – AVALIAÇÃO DA HABILIDADE DE DIFERENTES 
DETERGENTES E DESINFETANTES NA DESTRUIÇÃO E REMOÇÃO DE MICRO-
ORGANISMOS NO BIOFILME TRADICIONAL 
 
RESUMO 
INTRODUÇÃO: O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de diferentes 
combinações de detergentes e desinfetantes para destruir e remover bactérias no 
biofilme tradicional. MATERIAIS E MÉTODOS: Enterococcus faecalis e 
Pseudomonas aeruginosa foram utilizadas para formação do biofilme tradicional 
durante oito dias. O biofilme tradicional foi desenvolvido em Eradication Biofilm 
Minimum Concentration (MBEC™) peg, contendo 8 log10 UFC/cm2 de ambas as 
bactérias. Avaliaram-se os detergentes: Prolystica enzimático, Prolystica Neutro,  
Neodisher e Endozime, e os desinfetantes de alto nível foram: GLUT, APH e OPA. A 
destruição e remoção do biofilme foram avaliada utilizando contagem de bactérias 
viáveis, quantificação de proteína e carboidratos, bem como MEV. RESULTADOS: 
Apenas Prolystica enzimático e Endozime removeram ambos E. faecalis (3,90 log10 
UFC/mL), e Pseudomonas aeruginosa (3,96 log10 UFC/mL) em bactérias em 
suspensão. Nenhum dos detergentes testados removeu > 1 log10 UFC redução/cm2 

as bactérias no interior do biofilme. Nenhuma combinação de detergente e DAN 
reduziram a carga microbiana de E. faecalis e P. aeruginosa no interior de biofilme 
(3-5 log10 UFC/cm2). A combinação de Endozime e GLUT reduziram 6 log10, porém 
não eliminaram as bactérias do biofilme. CONCLUSÃO: Os dados indicam que, se o 
biofilme tradicional acumular nos canais de endoscópio flexível durante ciclos 
repetidos de processamento, nem os detergentes nem DAN irão fornecer a 
eficiência esperada de destruição ou remoção bacteriana. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Endoscópios, Remoção de Biofilme, Limpeza e Desinfecção 
de Alto Nível. 
 

INTRODUÇÃO: 
 
 Endoscópios flexíveis são amplamente utilizados para procedimentos 

diagnósticos e terapêuticos (RUTALA; WEBER, 2004; KOVALEVA; BUSS, 2012; 

FUSHIMI et al., 2013). A endoscopia digestiva alta (EDA) é o padrão ouro mundial 

para o diagnóstico de câncer gástrico, úlcera gástrica, úlceras duodenais e 

problemas gastrointestinais. Endoscópios flexíveis são classificados como 

dispositivos semicríticos que entram em contato com mucosas ou pele não intacta e 

necessitam ser esterilizados ou receber, no mínimo, desinfecção de alto nível (DAN) 

(RUTALA; WEBER, 2004; SGNA, 2013).   

 Embora a esterilização à baixa temperatura com plasma tenha sido validada 

para alguns endoscópios flexíveis com design possuindo canais internos curtos, o 



	 100	

endoscópio flexível com canais longos (por exemplo, aqueles usados para 

procedimentos gastrointestinais) requer esterilização por óxido de etileno (ETO), que 

tem requisito de aeração prolongada (de 18 a 24 horas). O método mais utilizado 

para o processamento de endoscópio flexível é a limpeza (com detergente 

enzimático), seguida por DAN com um desinfetante químico líquido, enxágue, 

secagem e armazenagem (ALFA; HOWIE, 2009; SGNA, 2013). 

 O endoscópio flexível possui um design complexo com lúmens estreitos, 

contendo um elevator e fendas extremamente difíceis de limpar (KOVALEVA; BUSS, 

2012). As alterações na integridade de superfícies dos endoscópios resultantes do 

uso frequente podem dificultar a remoção de material orgânico aderido e micro-

organismos durante o processamento (PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004; 

SGNA; 2013). Os endoscópios flexíveis representam desafios para o controle de 

infecção, devido à sua complexidade e ao uso frequente e estreita margem de 

segurança durante o processamento (PHAC, 2010; SGNA; 2013; CSA, 2014). Um 

único endoscópio contaminado pode ser utilizado centenas de vezes por ano e pode 

ser potencial para transmitir micro-organismos causadores de infecção. 

A superfície interna dos canais de endoscópios sofrem alterações devido à 

utilização repetida (cada endoscópio é utilizado durante cinco a 10 anos), e o risco 

de contaminação aumenta com a idade do endoscópio (LEE et al., 2015). Relatórios 

recentes de micro-organismos multirresistentes (MMR), transmitidos por meio de 

duodenoscópios contaminados têm demonstrado elevada transmissão, bem como 

as taxas de infecção (EPSTEIN et al., 2014; WENDORF et al., 2015). Muitos destes 

estudos sugerem que a sobrevivência persistente de MMR em endoscópios flexíveis 

processados pode ser devido à formação de biofilme (KOVALEVA; DEGENER; VAN 

DER MEI, 2010; BRIDIER et al., 2012; EPSTEIN et al., 2014). 

 As bactérias que residem no biofilme são muitas vezes mais resistentes à 

inativação química do que as bactérias em suspensão (planctônicas), e isso pode 

afetar a eficiência da DAN (ALFA; HOWIE, 2009; PAJKOS; VICKERY; COSSART, 

2004; HOWIE, 2009; KOVALEVA; DEGENER; VAN DER MEI, 2010; KOVALEVA; 

BUSS, 2012). Estima-se que 65% das infecções nosocomiais endógenas envolvem 

biofilmes (KOVALEVA; BUSS, 2012), entretanto taxas de infecções exógenas por 

biofilme em endoscópios flexíveis permanecem desconhecidas. A formação de 

biofilmes nos canais internos de endoscópio pode ser resultante de falha do 

processamento do endoscópio e é um fator importante no controle da transmissão 
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cruzada de patógenos em procedimentos de endoscopia (KOVALEVA; DEGENER; 

VAN DER MEI, 2010; BRIDIER et al., 2012; EPSTEIN et al., 2014). Relatos de 

surtos (EPSTEIN et al., 2014; WENDORF et al., 2015) levantaram algumas 

sugestões como, as instruções do fabricante  para a limpeza e descontaminação 

podem ser incapazes de remover completamente ou eliminar biofilme. Existem 

dados limitados sobre o impacto de vários detergentes e DAN em biofilmes. 

 O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de quatro diferentes 

detergentes e três DAN que são, frequentemente, utilizados para o processamento 

do endoscópio, para destruir e remover micro-organismos presentes no biofilme 

tradicional. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 
DESAFIO ORGÂNICO: ARTIFICIAL SOLO TESTE E BACTÉRIAS 
  

 Neste estudo, utilizaram-se Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212). As bactérias foram cultivadas em Tryptic Soy 

Agar (TSA) com 5% de sangue de carneiro (Oxoid, Toronto, Canadá) a 35 - 39°C 

durante 24 horas, em condições aeróbias. Cada uma das bactérias foi suspensa e 

adicionada ao artificial solo teste (AST) (Artificial solo teste: patente US 6447990) 

para atingir aproximadamente 108 unidades formadoras de colônia por mililitros 

(UFC/mL). A concentração AST + bactérias foi determinada utilizando diluições em 

série 1:10, em tampão fosfato salino esterilizado (PBS) e 0,1 mililitros (mL) de cada 

diluição inoculada em TSA. As placas inoculadas foram incubadas a 35 - 39°C em 

condições aeróbias durante 24 horas e, posteriormente, realizada a contagem das 

colônias. 

 

MODELO DO BIOFILME USADO PARA A SIMULAÇÃO DO TESTE 
 
 Formou-se o biofilme revestido por hidroxiapatita por meio de MBECTM 

biofilme (HA-MBECTM) Inoculator (Innovotech®, Edmonton, Alberta, Canadá) 

seguindo as instruções do fabricante (INNOVOTECH, 2012). Daqui por diante o HA-

MBECTM biofilme Inoculator será referido como HMBEC (Figura 01, p. 102). 
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Figura 01: Modelo MBEC biofilme revestido de hidroxiapatita. A tampa tem 96 pegs idênticos de 
poliestireno que se encaixam em uma placa de microtitulação de 96 poços padrão. Cada poço é 
inoculado com meio de crescimento e micro-organismos, e a tampa é inserida dentro do líquido 
dentro das cavidades sobre os pegs. O biofilme é formado sobre os pegs por meio do movimento em 
uma rocking table em temperatura ambiente. O AST + bactérias foram renovados a cada 24-48 horas 
para garantir a constante replicação microbiana. Cada peg deve ser assepticamente removido para 
análise do biofilme. 
Fonte: Registro da pesquisadora - Laboratório St. Boniface Research Center 
 
EXTRAÇÃO DE HMBEC PEGS PARA ANÁLISE  
  

 Após execução do protocolo de desenvolvimento do biofilme em oito dias, 

removeram-se, assepticamente, os pegs individuais da tampa usando uma pinça 

hemostática esterilizada e colocados em tubos tipo snap cap esterilizados (Simport, 

Quebec, Canadá), contendo 500µL de neutralizador (Tween 80 (6% w / v), lecitina 

(0.6% w / v), tiossulfato de sódio (1,0% w / v) e L-histidina (0,2% w / v)), (15) e 500 

µL de água estéril de osmose reversa. A suspensão foi misturada usando um mixer 

de balanço Finemixer Sh200 (Yangchun, Seul, Coreia), durante dois minutos, 

sonificada a 50/60 Hertz usando um Bransonic 1200 Ultrasonic (Branson Canadá, 

Pickering ON), durante cinco minutos e agitada em vórtex durante um minuto. Este é 

o procedimento de extração recomendado nas instruções do fabricante para 

utilização MBECTM. Em cada experiment, utilizaram-se cinco amostras de  pegs. 
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TESTE DE DETERGENTES E DESINFETANTES  
  

 O uso de diluição, tempo de exposição e temperatura fornecidos pelos 

fabricantes de cada detergente e DAN estão listados no Quadro 01. Cada vez que 

um DAN foi utilizado a concentração de efeito mínimo (minimal effect concentration - 

MEC) foi avaliada por meio do teste recomendado pelo fabricante.  

 

Quadro 01: Descrição dos detergentes e desinfetantes  

Detergente Tipo do 
detergente 

Marca/ 
Companhia 

Uso-
Diluição 

Tempo de exposição 
e temperatura 

D1 

Prolystica 
Enzymatic 2x 
concentração 
enzimática 

STERIS 
Mississauga, 
ON, Canadá 

4mL/ 1L 5 minutos 
30°C 

D2 
Prolystica Neutral  
2x concentração 
não enzimática 

STERIS 
Mississauga, 
ON, Canadá 

4mL/ 1L 
 

5 minutos 
30°C 

D3 
Neodisher® 
Alkaline  
não enzimático 

Dr. Weigert 
(Systematic 
Hygiene)- 
Hamburg, 
Germany 

30mL/ 1L 10 minutos  
30°C 

D4 

Endozime®  
Bio-Clean – 
detergente 
enzimático 

Ruhof - 
Mineola, New 
York, USA 

8mL/ 1L 2 minutos 
30°C 

Desinfetante Tipo do 
Desinfetante 

Marca/ 
Companhia 

Reuso/ 
Dias  

Tempo de exposição 
e temperatura 

DAN 1 – GLUT 
MetricideTM 
Glutaraldeído 
2.6%  

Metrex - 
Sybron 
Canadá, 
Oakville 

14 dias 
20 minutos  

Temperatura 
Ambiente 

DAN 2 – OPA 

Cidex® 
Ortoftaldeído 
0.55% 
 

Johnson & 
Johnson, 
Markham, ON, 
Canadá 

14 dias 10 minutos 
20°C 

DAN 3 – AHP 

Revital-Ox 
Resert® 
Acelerador 
Peróxido de 
Hidrogênio 
2% 

STERIS 
Mississauga, 
ON, Canadá 

14 dias 
5 minutos 

Temperatura 
Ambiente 

GLUT - Glutaraldeído 
AHP – Acelerador de peróxido de hidrogênio  
OPA – Ortoftaldeído 
DAN – Desinfetante de alto nível 
D- Detergente 
Fonte: Próprio autor  
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BENCHMARKS PARA LIMPEZA MANUAL ADEQUADA  
 

 Foram utilizados os valores de referência de limpeza manual dos canais de 

endoscópios flexíveis, estabelecidos por Alfa et al (ALFA, 2002). Para a limpeza 

manual adequada, <6,4 mg/cm2 de proteína, <1,79 mg / cm2 de carboidratos e <4 

log10 UFC/cm2 de micro-organismos viáveis. 

 
TESTE CONTROLE DE DETERGENTES E DESINFETANTES 
TESTE DETERGENTE EM SUSPENSÃO 
 

 Utilizou-se o teste detergente em suspensão para comparar a capacidade de 

(Quadro 01, p. 103) destruir os micro-organismos em suspensão bacteriana com e 

sem neutralizante. O controle bacteriano para (detergente + água de osmose 

reversa) consistiu em um tubo tipo snap cap esterilizado, contendo 1800µL de água 

de osmose reversa, sem adição de neutralizante e detergente. O controle bacteriano 

para (detergente + neutralizante) consiste em um tubo tipo snap cap esterilizado 

contendo 1800µL de neutralizante (CERI et al., 1999), sem adição de água de 

osmose reversa e detergente. Para o teste de detergentes, utilizou-se snap cap 

contendo 900µL de cada detergente acrescidos de 900µL de água de osmose 

reversa. Para o teste do neutralizador juntamente com os detergentes, utilizou-se 

snap cap, contendo 900µL de cada detergente, acrescidos de 900µL do 

neutralizador. Todos os snap cap permaneceram em posição estática à temperatura 

ambiente durante cinco minutos e, em seguida, 200 µL de 4 log10 UFC/mL das 

bactérias em suspensão foram adicionadas a cada tubo e incubadas por período e 

temperatura recomendados pelos fabricantes. Todos os testes foram realizados em 

triplicata. 

 

TESTE DESINFETANTE EM SUSPENSÃO 
 

 Utilizou-se o teste de desinfetantes em suspensão para comparar a 

capacidade (Quadro 01, p. 103) para destruir os micro-organismos presentes na 

suspensão bacteriana com e sem neutralizante. A solução de neutralização foi 

preparada conforme descrito por Pineau e Phillippe (2013). Em cada desinfetante foi 
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diluído 1:10 e 900µL e adicionadas 900µL de neutralizante, em um tubo tipo snap 

cap esterilizado, seguido de incubação por cinco minutos. Em seguida, 200 µL da 

suspensão bacteriana foram adicionadas (4 log10 UFC/mL). O controle positivo 

apresentou água de osmose reversa ao invés do desinfetante e controle 

desinfetante tinha água de osmose reversa em substituição ao neutralizante. O 

tempo de exposição foi de 20 minutos a temperatura ambiente para o glutaraldeído, 

10 minutos à temperatura ambiente para o OPA e cinco minutos à temperatura 

ambiente para o APH. Após o tempo de exposição recomendado, foi avaliada a 

viabilidade microbiana por meio da contagem de colônias nas placas de TSA. 

 

EFICÁCIA DE EXTRAÇÃO DE BIOFILME EM HMBEC PEGS 
 

 Após o desenvolvimento do biofilme em oito dias nos HMBEC/pegs, verificou-

se a eficácia da extração do biofilme nos pegs por meio de análise do peso dos 

mesmos. Pegs novos (sem biofilme) foram removidos e pesados. Cinco pegs com 

presença de biofilme (controle positivo) e cinco pegs sem biofilme (controle negativo) 

foram pré-pesados. Dos pegs sem biofilme, cinco foram expostos a cada DAN 

listado no Quadro 01, p. 103 e cinco pegs não foram expostos à DAN (estes são 

controles negativos). Em seguida, cinco pegs com biofilme foram expostos à DAN. 

Cada peg foi extraído usando o protocolo de extração descrito anteriormente, após o 

tempo e tempertura de exposição recomendados pelo fabricante. Todos os pegs 

foram removidos das tampas e, posteriormente, acondicionados na cabine para 

secar durante a noite com o intuito de garantir a completa secagem antes da 

determinação do peso seco. 

 

Eficácia de extração foi calculada como:  

(X3 - X2) / (X1 - X2) x 100 

 

Onde: 

X1 = peso dos pegs secos com biofilme antes da extração 

X2 = peso dos pegs secos sem biofilme 

X3 = peso dos pegs com biofilme secos após extração 
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ANÁLISE DE QUANTIFICAÇÃO DO BIOBURDEN  
 

 A quantificação do bioburden (carga microbiana) de bactérias viáveis na 

presença do biofilme foi realizada utilizando diluições em série 1:10 em PBS e 

posteriormente inoculada nas placas de TSA. O limite de detecção para o ensaio de 

viabilidade foi de 10 UFC/ peg. 

 
ANÁLISE DE PROTEÍNA 
 

 As amostras coletadas foram armazenadas a -20°C e analisadas utilizando o 

kit de ensaio BCA QuantiPro™ (Sigma, St Louis, Missouri) no prazo de duas 

semanas após a coleta e armazenamento. Este kit incluiu amostras-padrão de 

proteína, albumina de soro bovino e um ensaio quantitativo com base em ácido 

bicinconínico (Sigma, St. Louis, MO). Realizou-se a análise de proteína conforme as 

instruções do fabricante e com limite de quantificação de 0,5 ng/mL. 

 

ANÁLISE DE CARBOIDRATO 
  

 As amostras coletadas foram armazenadas a -20°C e analisadas para 

hidratos de carbono no período de duas semanas após a coleta e armazenamento. 

O ensaio de hidratos de carbono foi desenvolvido conforme padronizado por Liu et 

al. (1994). Realizou-se a análise de carboidrato conforme as instruções do fabricante 

e com limite de quantificação de 10 pg/mL. 

 

CONVERSÃO DE RESULTADOS QUANTITATIVOS PARA HMBEC PEGS 
 

 A área de superfície dos HMBEC pegs inoculados foi de 0,46 cm2 (fornecido 

pelo fabricante) (Innovotech, 2012). Todos os dados quantitativos foram convertidos 

de µg/cm2 para Log10 UFC/cm2. 

 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 
 
 Para microscopia eletrônica de varredura (MEV) os pegs com biofilme foram 

preparados por imersão em 2,6% de GLUT MetricideTM (Sybron Canadá, Oakville, 
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ON), mantendo fixação dos pegs nesta solução a 4°C durante 2 horas. Após a 

fixação, os pegs foram enxaguados com 2 mL PBS, 10 minutos por três vezes. O 

PBS foi removido, e os pegs desidratados por pulverização catódica revestida com 

ouro e examinada por um microscópio eletrônico de varredura (Cambridge 

Instruments Stereoscan 120) (EDAX GENESIS 4000), usando um detector SEI, com 

tensão de aceleração para todas as amostras de 20 kv e ampliações entre escala de 

500 mícrons à escala de cinco mícrons. Na preparação das amostras para MEV, foi 

utilizado o metódo de fixação modificado de Ren et al. (2013). 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

 Os dados foram inseridos em uma planilha de Excel, determinados a média e 

o desvio padrão e foram analisados por meio de variância (ANOVA), utilizando o 

programa Graphpad PRISM 6 para comparar a média e o desvio padrão para 

contagem bacteriana, análise de proteína e carboidrato, após várias etapas do 

processamento. 

 

RESULTADOS  
 

 O protocolo para analisar a eficácia da capacidade de remoção do biofilme no 

HMBEC pegs foi determinado, utilizando o peso dos pegs antes e depois da 

extração do biofilme. O Quadro 02, p. 108 mostra a eficácia de extração do biofilme 

que foi > 80% com e sem fixação com os desinfetantes. 
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Quadro 02:  Eficácia da extração na remoção do biofilme tradicional em HMBEC 
pegs  

Média – peso pegs/seco (gramas)* 
Tratamento do Biofilme Tradicional no HMBEC pegs antes da extração  

 Sem   
DAN: 

GLUT AHP OPA 

Controle Positivo 
(sem extração) 0.278 N/A N/A N/A 

Controle Negativo 
(sem extração) 0.118 N/A N/A N/A 

Pegs extraídos 0.117 0.118 0.147 0.118 

% da remoção do 
biofilme 100 99.81 81.87 100 

*  Os dados representam a média de 5 amostras /pegs. Veja materiais e métodos e o protocolo de 
cálculos.  
DAN – Desinfetante de alto nível, GLUT – Glutaraldeído, APH – Acelerador de peróxido de hidrogênio 
e OPA - ortoftaldeído. 
Fonte: Próprio autor 
  

 O impacto dos detergentes, neutralizantes e DAN sobre as bactérias em 

suspensão foi demonstrado no Quadro 03, p. 109. Os detergentes enzimáticos (D1 e 

D4) removeram E. faecalis e P. aeruginosa da suspensão, enquanto que os 

detergentes não enzimáticos (D2 e D3) não conseguiram remover as bactérias E. 

faecalis e P. aeruginosa. A capacidade do neutralizante de inativar os resíduos de 

DAN foi confirmada pelos dados no Quadro 03, p. 109. Para os DAN testados sem a 

adição de neutralizante a uma diluição de 1:10, houve viabilidade de E. faecalis, 

enquanto que P. aeruginosa foi mais suscetível aos DAN. O neutralizante foi 

adicionado a todas as amostras utilizadas para a contagem de bactérias viáveis, 

garantindo, assim, a não interferência dos resíduos de desinfetantes na 

sobrevivência bacteriana. 
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Quadro 03: Impacto dos detergentes, neutralizantes e desinfetantes de alto nível em 
bactérias em suspensão  

Tratamento 
E. faecalis* 

Média log10 UFC/mL 
(Desvio Padrão) 

P. aeruginosa* 
Média log10 UFC/mL (Desvio 

Padrão) 

Impacto dos detergentes, conforme  
uso/diluição em bactérias em suspensão  

Sem NEUT, Sem 
DET 3.90 (0.08) 3.96 (0.05) 

Somente NEUT 4.13 (0.02) 2.46 (0.08) 
D1  0 (0) 0 (0) 
D1 & NEUT 4.05 (0.03) 4.83 (0.09) 
D2 3.96 (0.01) 4.24 (0.06) 
D2 & NEUT 4.04 (0.05)  4.34 (0.06) 
D3 4.21 (0.06) 2.43 (0.15) 
D3 & NEUT 3.95 (0.03) 3.91 (0.06) 
D4  0 (0) 0 (0) 
D4 & NEUT 3.83 (0.04) 3.82 (0.07) 

Impacto dos neutralizantes e desinfetantes de alto nível  
em bactérias em suspensão  

Sem NEUT,  
Sem DAN 3.21 (0.04) 3.08 (0.06) 

Somente NEUT 4.02 (0.06) 3.87 (0.11) 
GLUT  0 (0) 0 (0) 
GLUT& NEUT 4.17 (0.10) 1.98 (1.73) 
AHP  2.66 (0.07) 0 (0) 
AHP & NEUT 2.65 (0.06) 2.56 (0.08) 
OPA  2.83 (0.26) 0 (0) 
OPA & NEUT 3.02 (0.02) 2.37 (0.06) 

* As bactérias em suspensão foram expostas aos detergentes testados, utilizando tempo, diluição e 
exposição recomendados pelo fabricante. A capacidade do neutralizante para proteger as bactérias 
em suspensão foi testada para cada desinfetante de alto nível numa diluição de concentração, 
recomendada pelo fabricante 1:10. Os valores listados no quadro como "0" representam < limite de 
detecção para análise da contagem bacteriana. 
Nota: DET ou D - detergente, DAN – desinfetante de alto nível, NEUT – neutralizante, D1- Detergente 
Prolystica Enzimático, D2- Detergente Prolystica Neutro, D3- Detergente Neodisher, D4- Detergente 
Endozime, GLUT – Glutaraldeído, APH – acelerador de peróxido de hidrogênio e OPA – 
Ortoftaldeído. 
Fonte: Próprio autor 
 

 O impacto dos detergentes em exposição estática sobre a matriz orgânica do 

biofilme foi avaliado por meio de MEV (Figura 02, p. 110). A análise da MEV não 

apresentou um impacto significativo na carga microbiana quando associada à 

exposição dos detergentes em pegs contendo biofilme. O efeito associado de 

exposição de detergente seguido de exposição DAN sobre o biofilme são 

demonstrados no Quadro 04, p. 111. 
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Figura 02: MEV do biofilme tradicional em HMBEC pegs revestidos com hidroxiapatita após a 
exposição estática de vários detergentes. O (A) HMBEC peg sem biofilme mostra o revestimento 
hidroxiapatita e (B) controle positivo mostra biofilme no peg. (C) exposição estática de biofilme para 
Prolystica enzimática, (D) Prolystica Neutro, (E) Neodisher, e (F) Endozime mostrou pouco efeito dos 
detergentes no biofilme tradicional. 
FONTE: Registro da Pesquisadora - Laboratório St. Boniface Research Center 
  

A. B. 

  
C. D. 

  
E. F. 

  



	 111	

Quadro 04: Impacto de vários detergentes e tratamentos de desinfetantes de alto 
nível na viabilidade de bactérias dentro do biofilme tradicional em HMBEC pegs  

Tratamento 
E. faecalis* 

Média log10 UFC/cm2 
(Desvio Padrão) 

P. aeruginosa* 
Média log10 UFC/cm2 (Desvio 

Padrão) 
Controle de Biofilme  
(sem DET e sem DAN) 8.11 (0.56) 8.56 (0.51) 

Glutaraldeído utilizado  
para desinfecção de alto nível  

Somente GLUT 4.21 (0.42) 3.29 (0.47) 
D1 & GLUT 3.04 (0.62) 1.03 (0.87) 
D2 & GLUT 3.93 (0.89) 1.40 (1.67) 
D3 & GLUT 3.73 (0.47) 2.76 (1.99) 
D4 & GLUT 1.09 (1.26) 0 (0) 

Acelerador Peróxido de Hidrogênio  
utilizado para desinfecção de alto nível  

Somente APH 4.34 (0.25) 2.79 (1.69) 
D1 & APH 4.65 (0.04) 3.98 (0.45) 
D2 & APH 4.56 (0.12) 2.88 (1.73) 
D3 & APH 5.57 (0.08) 4.82 (0.44) 
D4 & APH 5.43 (0.06) 4.66 (0.62) 

Ortoftaldeído utilizado  
para desinfecção de alto nível 

Somente OPA  3.30 (1.32) 3.32 (1.33) 
D1 & OPA 2.11 (1.22) 2.11 (1.21) 
D2 & OPA 3.12 (0.43) 3.04 (0.38) 
D3 & OPA 2.90 (0.56) 2.70 (0.47) 
D4 & OPA 3.30 (0.75) 3.54 (0.74) 

* Cada HMBEC peg contendo biofilme foi exposto a detergente, enxaguado, em seguida, exposto a 
DAN no tempo, diluição e exposição recomendados pelo fabricante dos detergentes e DAN (ver 
Materiais e Métodos) e, em seguida, enxaguado. Os controles negativos não apresentaram bactérias 
detectáveis. Em comparação com o controle de biofilmes houve uma redução significativa em todas 
as contagens bacterianas (isto é, p <0,05) para todas as combinações de detergentes e desinfetantes 
de alto nível. Os valores listados no quadro como "0" representam <limite de detecção para o ensaio 
de contagem viável. 
Nota: DET- detergente, DAN – desinfetante de alto nível, D1- Detergente Prolystica Enzimático, D2- 
Detergente Prolystica Neutro, D3- Detergente Neodisher, D4- Detergente Endozime, GLUT – 
Glutaraldeído, APH – acelerador de peróxido de hidrogênio e OPA – Ortoftaldeído. 
Fonte: Próprio autor 
 

 O biofilme presente HMBEC pegs, após o tratamento de detergente e DAN, foi 

analisado para determinar a quantidade residual de proteína e carboidrato (Quadro 

05, p. 112). 
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Quadro 05: Resíduos de proteína e carboidrato em HMBEC pegs, depois da 
exposição aos detergentes e desinfetantes de alto nível1  

Resíduos de proteínas e carboidratos:  
média µg/cm2 (desvio padrão) 

Análise 
Sem DAN 

 
GLUT 

 
AHP 

 
OPA 

 

Controle Positivo  - sem detergente 

Proteína 108.64 (37.14) N/A N/A N/A 

Carboidrato 87.23 (39.83) N/A N/A N/A 

Controle Negativo -  sem biofilme e sem detergente 

Proteína 9.90 (1.78) N/A N/A N/A 

Carboidrato 39 (23.55) N/A N/A N/A 

D1 

Proteína 89.52 (38.50) 39.37 (7.69) 32.00 (37.69) 72.49 (21.75) 

Carboidrato 80.49 (31.89) < LD < LD < LD 

D2 

Proteína 83.90 (32.76) 66.44 (25.30) 43.27 (38.49) 45.22 (29.98) 

Carboidrato 85.17 (47.07) 1.16 (11.98) 0.97 (5.70) < LD 

D3 

Proteína 85.28 (57.39) 41.88 (13.73) 33.36 (10.35) 36.09 (9.53) 

Carboidrato 76.92 (31.98) 1.50 (1.89) 9.03 (10.53) < LD 

D4 

Proteína 157.43 (23.46) 104.56 (33.74) 48.61 (36.64) 59.59 (25.02) 

Carboidrato 83.53 (58.57) 7.09 (4.44) 1.15 (1.70) < LD 
1 Dados de proteínas e de carboidratos residuais representam a média de cinco réplicas, nas quais os 
resultados para os controles negativos foram subtraídos do teste de biofilme e resultados do controle 
positivo. Todos os testes de carboidrato pós-desinfecção de alto nível foram significativamente 
reduzidos (exceto para D3 com o AHP e D2, D3 e D4 com GLUT) em comparação com o controle 
positivo (isto é, p <0,05). 
Nota: DAN – desinfetante de alto nível, D1- Detergente Prolystica Enzimático, D2- Detergente 
Prolystica Neutro, D3- Detergente Neodisher, D4- Detergente Endozime, GLUT – Glutaraldeído, APH 
– acelerador de peróxido de hidrogênio e OPA – Ortoftaldeído. 
Fonte: Próprio autor 
 

DISCUSSÃO 

 

 Neste estudo experimental, objetivou-se verificar a eficácia dos detergentes 

sobre as bactérias em suspensão, e os resultados demonstraram que alguns dos 

detergentes enzimáticos foram, significativamente, mais eficazes para destruir as 

bactérias em suspensão comparados com os detergentes não enzimáticos. Os 
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dados do presente estudo diferem do estudo de Zühlsdorf et al. (2002) os quais 

relataram nenhuma capacidade de destruir bactérias dos nove detergentes 

avaliados (seis enzimático e três não enzimáticos). Os dados publicados sobre 

inativação bacteriana por detergentes enfatizam a importância de aprimorar a 

formulação do detergente usado para o processamento de produtos para saúde 

(PPS), independentemente de se tratar de detergente enzimático ou não enzimático. 

 Há controvérsia quanto ao fato de que os detergentes enzimáticos ou não 

enzimáticos serem mais eficazes para a limpeza dos PPS quando o biofilme já está 

formado. Fang et al. (2010) e Vickery et al. (2004; 2009) demonstraram que os 

detergentes não enzimáticos foram mais eficazes do que os detergentes enzimáticos 

para a remoção de E.coli e P. aeruginosa presentes no biofilme. Os dados desta 

pesquisa diferem dos resultados dos estudos citados anteriormente. Nenhum dos 

detergentes enzimáticos e não enzimáticos avaliados apresentaram capacidade de 

destruir ou remover E. faecalis e P. aeruginosa, no modelo HMBEC biofilme. É 

possível que estes resultados estejam diferentes ou discordem de estudos 

anteriores por causa da constituição do HMBEC que possui hidroxiapatita sobre os 

pegs, podendo, assim, dificultar a permeabilidade dos detergentes e desinfetantes 

no biofilme. Outra alternativa para estes resultados pode estar relacionada ao uso do 

neutralizante para a extração da amostra, enquanto que, no estudo de Fang et al. 

(2010) e Vickery et aL. (2004; 2009), não utilizaram neutralizadores. 

 Blog e Kampf (2004), ao contrário de Vickery et al. (2004; 2009) relataram que 

o detergente enzimático (Endozyme) removeu 69% do biofilme enquanto que os não 

enzimáticos testados eram ineficazes. Não ficou evidenciado se Endozyme 

abordado na pesquisa de Blog e Kampf (2004), é o mesmo detergente Endozime 

(D4) que foi utilizado neste estudo. Os dados desta pesquisa para Endozime 

mostraram mais eficazes para remover E. faecalis e P. aeruginosa em bactérias em 

suspensão, mas não eliminou micro-organismos da matriz do biofilme. No entanto, 

quando D4 foi associado com o DAN glutaraldeído, apresentou uma redução 

significativa de E. faecalis e de P. aeruginosa. Isso sugeriu que o detergente 

utilizado na presença do biofilme permitiu que o GLUT penetrasse melhor e 

eliminasse as bactérias do interior da matriz do biofilme. Este efeito combinado 

Endozime - DAN não foi observado com os outros desinfetantes testados, somente 

com o reportado. 
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 Os resultados mostraram que a presença significativa de carga bacteriana no 

interior do biofilme e a redução de 6 log10 esperada pelos desinfetantes raramente 

foram alcançadas, e que, frequentemente, havia 1 a 4 log10 bactérias remanescentes 

após exposição aos detergentes e com associação dos desinfetantes. Esta falha na 

remoção bacteriana de 6 log10 no biofilme por DAN pode explicar a persistência e 

acumulação gradual de biofilme em canais de endoscópio flexível que é processado 

repetidamente (PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004). Os dados indicam ou 

reforçam a necessidade de validação do processamento da limpeza, na desinfecção 

dos endoscópios para análises de presença de biofilme nos canais, devido à 

associação a atuais surtos de infecção. 

 Independentemente de como o biofilme se desenvolve no interior dos 

dispositivos médicos utilizados, é necessário utilizar neutralizante para garantir que 

resíduos de detergentes e desinfetantes sejam neutralizados, caso contrário, as 

bactérias na matriz do biofilme podem não ser detectáveis por cultura. Os dados 

obtidos por Parker et al. (2014) mostraram que a adição de neutralizante foi 

necessária para realizar a cultura de biofilme em modelo MBEC. Além disso, 

demonstraram que neutralizante D-E caldo oxidante e compostos quaternários 

possuem forma muito eficaz, diferentes dos fenólicos em altas concentrações. 

Enfatiza-se, assim, a importância da escolha adequada do neutralizante. Li et al. 

(2014) revisaram o conceito de micro-organismos viáveis, mas não cultiváveis 

(VBNC- Viable but non-culturable cells) presentes no biofilme. Tais bactérias viáveis, 

mas não cultiváveis podem apresentar momentos de viabilidade, porém esse 

momento e o crescimento destas bactérias ainda não são bem compreendidos (LI et 

al., 2014). Muitos estudos abordam o processo de desinfecção em biofilme, contudo 

não abordam esse aspecto (LIU et al., 1994; ZÜHLSDORF et al., 2002; VICKERY et 

al., 2004; 2009), enquanto que, neste estudo, a extração do biofilme foi realizada 

com solução neutralizante antes da cultura viável.  

 Acredita-se que à adição de neutralizante pode explicar a sobrevivência 

bacteriana após a desinfecção, pois o neutralizante agiu sobre os resíduos dos 

desinfetantes e sobre as bactérias viáveis, mas não cultiváveis. Tal como proposto 

por Espigares et al. (2003), a escolha de um neutralizante efetivo é complexa e a 

combinação de produtos químicos é mais eficiente do que um único neutralizante 

químico. Além disso, a proteção do neutralizante sobre resíduos de desinfetantes 

varia entre espécies bacterianas. Estudos desenvolvidos por Espigares et al. (2003) 
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demonstram que E. faecalis foi menos afetada pelos desinfetantes em comparação 

com P. aeruginosa. Portanto, o efeito do neutralizador foi mais evidente para P. 

aeruginosa. 

 MEV é uma ferramenta valiosa para avaliar a remoção do biofilme por 

detergentes e desinfetantes (VICKERY et al., 2009; WALKER et al., 2007; HADI et 

al., 2010). No entanto, verificou-se que quando foram usadas HMBEC pegs, foi difícil 

analisar por MEV o biofilme formado, porque o revestimento de hidroxiapatita 

resultou em uma superfície irregular, semelhante a cascalhos, tornando-se difícil 

diferenciar a presença do biofilme. Métodos de microscopia alternativa denominados 

live-dead foram utilizados por vários outros pesquisadores (SMITH; HUNTER, 2008; 

SHEN et al., 2010; NANCE et al., 2013;  HU et al., 2015), podendo ser mais 

adequado para o modelo MBEC-hidroxiapatita. 

 Observa-se que a análise de carboidratos teve bons resultados para amostras 

de biofilme que não foram expostas aos desinfetantes, entretanto não apresentou 

resultados satisfatórios quando as amostras extraídas foram expostas aos 

desinfetantes (Quadro 01). A análise de proteína não demonstrou ser afetada após a 

exposição aos desinfetantes. Acredita-se que os desinfetantes interferiram nos 

produtos de reatividade utilizados para a análise de carboidrato. A partir dos 

resultados de proteínas é evidente que a exposição estática de detergentes sobre os 

biofilmes não proporcionou uma limpeza adequada, pois os níveis de proteína pós-

exposição ao detergente ultrapassaram o ponto de corte de 6,4 µg/cm2 

correspondente a uma limpeza adequada. Isso enfatiza a necessidade de atrito 

(remoção mecânica), durante a limpeza para ajudar na remoção de proteínas. 

 
CONCLUSÃO 
 

 Os resultados deste estudo enfatizam que as instituições de saúde que atuam 

com o processamento de endoscópios flexíveis precisam garantir a limpeza 

meticulosa dos canais de endoscópios e armazenamento seco para evitar o 

desenvolvimento de biofilme. Após a formação do consórcio microbiano, os 

detergentes e desinfetantes utilizados na limpeza e desinfecção não foram eficazes 

na redução bacteriana. Além disso, os dados suportam o uso de neutralizantes em 

amostras de endoscópio para garantir a proteção de danos aos micro-organismos e 

reduzir o risco de culturas falso-negativo de endoscópio. 
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5.2 ARTIGO 02 – NOVO MODELO DE BIOFILME BUILDUP SIMULANDO A 
ACUMULAÇÃO DE MATERIAL NOS CANAIS DE ENDOSCÓPIO FLEXÍVEL 
 
RESUMO:  
OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi desenvolver um novo modelo de 
acumulação de biofilme (BBF), baseado em exposição repetida de solo teste 
contendo Entercoccus faecalis e Pseudomonas aeruginosa por meio de ciclos 
repetidos de fixação para simular a acumulação do material de pacientes em canais 
de endoscópio durante o processamento. MATERIAIS E MÉTODOS: O novo 
modelo BBF é uma adaptação da concentração mínima eficaz do biofilme (MBEC) 
modelo de 96 espaços nas quais o biofilme é formado sobre pegs de plástico. O 
novo modelo MBEC-BBF foi desenvolvido ao longo de oito dias e incluiu quatro 
etapas de fixação parcial usando GLUT. Atingiram-se 6,14 log10 UFC/cm2 de E. 
faecalis e 7,71 log10 UFC/cm2 de P. aeruginosa no BBF final. Quatro detergentes 
(dois enzimáticos e dois não enzimáticos) foram testados isoladamente e em 
combinação com o GLUT, OPA e APH para determinar se bactérias no interior do 
BBF poderiam ser inativadas ou removidas. RESULTADOS: Nenhum dos 
detergentes testados conseguiu remover o biofilme ou reduzir o nível de bactérias no 
BBF, conforme determinado pela contagem viável e MEV. A combinação de 
detergentes e desinfetantes testada proporcionou uma redução de 3 a 5 log10 em 
bactérias viáveis, mas nenhuma combinação proporcionou a redução esperada de 6 
log10. CONCLUSÃO: Os dados indicam que uma vez formado o BBF é 
extremamente difícil a eliminação. Pesquisas futuras utilizando o modelo BBF 
podem ajudar a desenvolver novos métodos de limpeza e desinfecção que consigam 
previnir ou eliminar o BBF do interior dos canais do endoscópio. 
 
Palavras-chave: Canais de Endoscópios, Biofilme Buildup, Limpeza e Desinfecção. 

 
1 INTRODUÇÃO 

 
 Endoscópios gastrointestinais flexíveis (EGF) são usados para procedimentos 

terapêuticos e para fins de diagnóstico, incluindo visualização e coleta de amostras 

(PHAC, 2010; AAMI, 2015). Endoscopia é a uma técnica clínica que continua a 

expandir e o número de procedimentos tem aumentado consideravelmente 

(KOVALEVA; BUSS, 2012). No geral, a prevalência de infecção por transferência de 

agentes infecciosos em endoscópios contaminados é baixa, mas publicações 

recentes têm demonstrado que estas taxas podem ser maiores, devido ao 

negligenciamento ou documentação destes eventos (OFSTEAD et al., 2010). Nos 

últimos anos, há relatos de surtos documentados, mundialmente, por endoscópios 

flexíveis contaminados com organismos resistentes a antibióticos (AUMERAN et al., 

2012; CARBONNE et al., 2010), além de surtos nos EUA atribuídos à transmissão 
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de Enterobácterias carbapenem resistente decorrentes de procedimentos de 

endoscopia retrograda por colangiopancreatografia (ERCP) (WENDORF et al., 2015, 

UBHAYAWARDANA et al., 2013; EPSTEIN et al., 2014). Tem sido difícil 

compreender a sobrevivência de micro-organismos documentada em endoscópios 

flexíveis, porque, mesmo com ciclos repetidos de processamento usando limpeza e 

desinfecção validada pelos fabricantes, tem ocorrido o desenvolvimento do biofilme. 

 Processamento de endoscópios flexíveis engloba a limpeza detalhada, 

seguida de desinfecção de alto nível (DAN) ou esterilização com posterior secagem 

antes do armazenamento (PINEAU et al., 2008). A maioria dos endoscópios flexíveis 

contemporâneos não pode ser esterilizada termicamente, e tem canais internos 

estreitos que são difíceis de limpar e desinfectar (KOVALEVA et al., 2010; RUTALA; 

WEBER, 2013, SGNA, 2013; FUSHIMI et al., 2013). Matéria orgânica residual nos 

canais de endoscópios inativa a ação dos DAN e alguns desinfetantes tais como, 

glutaraldeído e álcool fixam proteína, criando, assim, uma barreira física da proteína 

desnaturada que pode proteger os micro-organismos de subsequente DAN (GESA, 

2011). 

 O desenvolvimento do biofilme é um problema importante no meio ambiente, 

tais como, tubos de água, estações de tratamento, implantes médicos e uma 

variedade de outros processos infecciosos (MARION et al., 2006, COSTERTON 

1999, COSTERTON et al., 1999, DOLAN, COSTERTON 2001, OlSON et al., 2002;. 

ZHONG et al., 2009; FANG et al., 2010; KOVALEVA et al., 2010; BRIDIER et al., 

2012; ROBERTS, 2013; GÖKÇEN et al., 2014; Ren et al., 2013). A acumulação de 

matéria orgânica e micro-organismos em endoscópios flexíveis é provavelmente 

resultado de vários ciclos de limpeza e desinfecção, além da vida útil dos 

instrumentos (ALFA; HOWIE, 2009, PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004). O 

material orgânico denominado buildup é formado por múltiplos ciclos de 

processamento, diferente do desenvolvimento do biofilme tradicional que se 

desenvolve após constante hidratação  (ZHONG et al., 2009). No passado PAJKOS; 

VICKERY; COSSART (2004) advertiram sobre pequenas falhas no protocolo do 

processamento que poderiam resultar em acúmulo de material no interior do 

endoscópio e propiciar o desenvolvimento de biofilme. Devido ao reconhecimento da 

formação do biofilme buildup nos canais estreitos dos endoscópios, as investigaçōes 

têm focado no aprimoramento de métodos para avaliar procedimentos eficazes para 

eliminar o biofilme nos canais de endoscópios flexíveis.  
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 O modelo de minimum biofilm eradication concentration (MBEC) foi 

desenvolvido por CERI et al (1999) para padronizar teste de suscetibilidade das 

bactérias presentes no biofilme, frente aos antimicrobianos, buscando formas mais 

representativas na terapêutica de combate frente aos surtos de infecções, causados 

por organismos no interior do biofilme. O MBEC permite a formação de biofilme em 

pegs, acoplados em 96 poços, admite o teste de diferentes agentes ou 

antimicrobianos usando uma pequena "amostra" (CERI et al., 1999, ALFA, HOWIE; 

2009a, 2009b; LAPLANTE, MERMEL; 2009; KOVALEVA et al., 2010; BRIDIER et 

al., 2011; CORAÇA-HUBER et al., 2012; TAKEI et al., 2013; ABBANAT et al., 2014; 

PARKER et al., 2014; LAVERTY et al., 2015). Recentemente, o método MBEC foi 

validado para testar a suscetibilidade aos antibióticos em micro-organismos 

presentes no biofilme (PARKER et al., 2014). 

 Alfa e Howie (2009a, 2009b) desenvolveram uma adaptação do biofilme 

buildup (BBF) em MBEC, por meio de repetidos ciclos de exposição a níveis 

elevados de matéria orgânica e micro-organismos, seguida por DAN, enxágue e 

secagem, realizando assim uma simulação do processamento de endoscópio. Este 

modelo de BBF foi útil, mas seu desenvolvimento ocorreu de forma lenta por meio 

de repetições de 30 ciclos dias, com desenvolvimento do biofilme de maneira 

gradual. Entretanto, Costa Luciano et al., (2016) relataram sobre a avaliação do 

impacto dos detergentes e DAN, utilizando o modelo MBEC hidroxiapatita no 

biofilme tradicional, ou seja, biofilme formado sem ciclos repetidos de DAN. Existe a 

necessidade de novas pesquisas com modelos de acúmulo de biofilme em repetidos 

ciclos do processamento de endoscópios, com tempo minimizado no 

desenvolvimento do material do biofilme. 

 O principal objetivo deste estudo foi o de modificar a modelo MBEC Alfa e 

Howie (2009a; 2009b) para criar um novo modelo de biofilme buildup (MBEC-BBF), 

que leva apenas alguns dias para o desenvolvimento, similar ao modelo proposto 

por Costa Luciano et al., (2016), mas que simule a acumulação de material nos 

canais de endoscópio flexível depois de ciclos repetidos de processamento. Outro 

objetivo foi utilizar este modelo MBEC-BBF para investigar a eficiência de vários 

detergentes e DAN para destruir ou remover os micro-organismos no BBF. 
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2 MÉTODOS  
2.1 MODELO MBEC BIOFILME BUILDUP (BBF)  
2.1.2 FORMAÇÃO DE BBF  
 
 Utilizaram-se para a formação e desenvolvimento do biofilme Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 15442) e Enterococcus fecalis (ATCC 29212). O biofilme foi 

inoculado em MBECTM (Innovotech®, Edmonton, Alberta, Canadá). Estas bactérias 

foram escolhidas por representar micro-organismos importantes envolvidos nas 

infecções associadas aos biofilmes em seres humanos, bem como na contaminação 

dos endoscópios. 

 As bactérias foram armazenadas como culturas de leite desnatado a -20°C. 

Antes do experimento, as bactérias foram subcultivadas duas vezes em ágar de 

sangue (AS), que consiste em Tryptic Soy Agar (TSA) com 5% de sangue de 

carneiro (Oxoid, Toronto, Canadá) incubadas a 35°C durante 24 horas, em 

condições aeróbias. O inóculo usado para criar BBF consistiu em Artificial Solo 

Teste (AST) (Artificial solo teste: patente US 6447990) contendo aproximadamente 

108 UFC/mL de ambos P. aeruginosa e E. faecalis. 

 O biofilme buildup em MBEC foi desenvolvido durante oito dias em quatro 

ciclos de exposição à desinfecção. A cada 96 poços do MBEC foi inoculado 150 

µL/espaço de AST com micro-organismos, e o biofilme permaneceu à temperatura 

ambiente durante dois dias sobre uma mesa “Rocking table” (com aproximadamente 

oito movimentos por minuto). Nos dias 3, 4 e 5, os pegs foram lavadas (200 

µL/espaço com água de torneira esterilizada três vezes durante 30 segundos), 

desinfectados (1:50 diluição de GLUT - ver Quadro 01, p. 125) com 175 µL/espaço 

durante dois minutos, e lavadas (200 µL/espaço com água da torneira esterilizada 

cinco vezes durante 60 segundos). Os MBEC pegs foram expostos a AST com 

micro-organismos durante duas horas em temperatura ambiente e depois lavados 

(200 µL/espaço com água da torneira esterilizada três vezes durante 30 segundos), 

em seguida os MBEC pegs foram imersos em 150 µL de água da torneira 

esterilizada durante a noite em temperatura ambiente.  

No quinto dia após o tratamento anteriormente descrito, os pegs foram 

expostos a 150µL/espaço de ATS com micro-organismos e permanecendo sobre a 

mesa “Rocking table” em temperatura ambiente durante dois dias (ao longo do fim 

de semana). No dia 8 (segunda-feira), os MBEC pegs foram enxaguados, em 
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seguida expostos à diluição 1:50 de GLUT e, posteriormente, enxaguados 

novamente como já descrito. O BBF foi totalmente desenvolvido e usado para testes 

posteriores. 

 

2.2 DETERGENTES E DESINFETANTES TESTADOS EM MBEC-BBF  
 
 O BBF desenvolvido em MBEC pegs foi exposto a vários detergentes e 

desinfetantes utilizados na diluição, tempo de exposição e temperatura 

recomendados pelos fabricantes, como demonstrado no Quadro 01, p. 125. 
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Quadro 01: Descrição dos detergentes e desinfetantes avaliados  

Nome 
Detergente 

Tipo de 
detergente Companhia 

Uso/ 
Diluição 

Tempo de 
Exposição e 
Temperatura 

D1 
Prolystica 
Enzymatic 2x 
concentração 
Enzimática 

Steris - 
Mississauga, 
ON, Canadá 

4mL/ 1L 
5 minutos 

30°C 

D2 
Prolystica Neutral  
2x concentração  
não Enzimática 

Steris -
Mississauga, 
ON, Canadá 

4mL/ 1L 
 

5 minutos 
30°C 

D3 
Neodisher® 
Alkaline  
não Enzimático 

Dr. Weigert- 
Hamburg, 
Germany 

30mL/ 1L 
10 minutos 

30°C 

D4 

Endozime®  
Bio-Clean –  
Detergente  
Enzimático 

Ruhof - 
Mineola, New 
York, USA 

8mL/ 1L 
2 minutos 

30°C 

Nome 
Desinfetante 

Tipo de 
Desinfetante Companhia 

Re-Uso/ 
dias 

Tempo de 
Exposição e 
Temperatura 

DAN 1 - GLUT MetricideTM 
Glutaraldeído 2.6%  

Metrex – 
Sybron, 
Oakville, ON 

14 dias 
20 minutos   

Temperatura 
ambiente 

DAN 2 – OPA 
Ortoftaldeído 
0.55% 
 

Cidex® - 
Gargrave, 
N. Yorkshire, 
UK 

14 dias 
10 minutos 

20°C 

DAN 3 – AHP 

Acelerador 
Peróxido de 
Hidrogênio  
2% 

Revital-Ox 
Resert®  
Mississauga, 
ON 

14 dias 
5 minutos 

Temperatura 
ambiente 

Nota: GLUT – Glutaraldeído, OPA-  ortoftaldeído, AHP – acelerador peróxido de hidrogênio, D1 – 
detergente Prolystica enzimático, D2 – detergente Prolystica neutro, D3 – Neodisher,  D4 – 
Endozime, DAN – Desinfetante de alto nível e D - detergente. 
Fonte: Próprio autor 

 
2.3 PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO PARA CULTURA MBEC-BBF  
 
 Após o desenvolvimento em oito dias do MBEC/BBF, realizaram-se a 

exposição do BBF aos detergentes e/ou DAN, em que, posteriormente, cinco pegs 

foram removidos da tampa do MBEC e transferidos para um tubo de ensaio do tipo 

snap cap (Simport, Quebec, Canadá), com 500µL de água de osmose reversa com 



	 126	

adição de 500µL de neutralizante, contendo (Tween 80 (6% w / v), lecitina (0.6% w / 

v), tiossulfato de sódio (1,0% w / v) e L-histidina (0,2% w / v)) conforme Pineau e 

Phellippe (2013). Os pegs foram extraídos seguindo as instruções do fabricante 

MBEC, depois submetidos ao mix Finemixer Sh200 (Yangchun, Seoul, Coreia do 

Sul) por dois minutos, seguidos de sonicação a 50/60 Hertz usando um Bransonic 

1200 Ultrasonic clear (Branson Canadá, Pickering ON) por cinco minutos e, 

finalmente, o vórtex durante um minuto. A área da superfície dos MBEC pegs 

inoculadas foi de 0,46 cm2 (fornecido pelo fabricante) e todos os dados quantitativos 

foram convertidos em log10 UFC/cm2. 

 

2.4 PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO MBEC-BBF PARA ANÁLISE DE PROTEÍNA E 
CARBOIDRATO  
 

 Após o desenvolvimento do protocolo MBEC BBF em oito dias, cinco pegs 

foram removidos a partir da tampa e transferidos para um tubo de ensaio do tipo 

snap cap (Simport, Quebec, Canadá), contendo 1000µL de água de osmose 

reversa. Os pegs foram extraídos seguindo as instruções do fabricante do MBEC (tal 

como descrito acima para cultura e contagem de bactérias viáveis). As amostras 

extraídas foram armazenadas a -20°C, e a análise da quantificação de proteína e 

carboidrato foi realizada no prazo de sete dias após o armazenamento. O nível de 

proteína em cada amostra extraída foi determinado, utilizando o ensaio do kit de 

BCA QuantiPro™ (Sigma, St Louis, Missouri) que tem um padrão de proteína, 

albumina (limite de quantificação foi de 0,5 ng/mL). Para a determinação do nível de 

carboidrato em cada amostra extraída, utilizou-se o método descrito por Liu et al 

(1994) (limite de quantificação foi de 10 ug/mL). A área de superfície dos pegs 

MBEC inoculadas foi de 0,46 cm2 (fornecido pelo fabricante MBEC) e todos os 

dados quantitativos foram convertidos para ng/cm2. 

 

2.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA  
 

 Utilizou-se o método de fixação modificado descrito por Ren et al (2013) para 

microscopia eletrônica de varredura. Resumidamente, os MBEC-BBF pegs foram 

fixados por imersão em 2,6% de GLUT MetricideTM (Sybron Canadá, Oakville, ON) 

durante duas horas a 4°C. Os pegs foram enxaguados duas vezes com 2 mL de 
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tampão fosfato salino esterilizado (PBS), durante 10 minutos cada. O PBS foi 

removido, e os MBEC-BBF pegs foram desidratados, submetidos ao revestimento 

com ouro e posteriormente analisados em um microscópio eletrônico de varredura 

com elétrons, usando (FEI Quanta 650 FEG Ambiental / Microscópio Eletrônico de 

Varredura). Um detector Everhart-Thornley foi utilizado para o FEI, com uma tensão 

de aceleração para os materiais de 10 kv no modo de alto vácuo (7.03e-4 Pa) uma 

distância de trabalho em torno do feixe de 15 mm, e ampliações estavam na faixa de 

2.5k e 50k. 

 
2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 

 O software Instat GraphPad Prism 6 foi usado para a análise de variância 

(ANOVA) com comparações múltiplas, e o teste t foi utilizado para comparação de 

testes individuais para seus respectivos controles. 

 
3 RESULTADOS  
 

 Testou-se a diluição de glutaraldeído 1:50 com dois minutos de exposição, 

isto é, as condições abaixo do nível padrão para o desenvolvimento de BBF, em que 

os resultados mostraram uma redução de 2 a 4 log10 dos organismos em análise de 

bactérias em suspensão, desinfecção parcial. 

 O modelo MBEC-BBF que foi desenvolvido simula o acúmulo de material e 

viabilidade de bactérias no interior dos canais de endoscópios flexíveis, após 

repetidos ciclos de processamento em condições abaixo do nível padrão, ou seja, 

baixo nível de desinfecção e curto tempo de exposição e resultou em uma média de 

5,804 log10 UFC/peg de Enterococcus faecalis e 7,371 log10 UFC/peg de 

Pseudomonas aeruginosa. O MBEC-BBF foi exposto ao tratamento com quatro 

diferentes detergente (D1, D2, D3 e D4) e comparado com o controle MBEC-BBF 

que não teve tratamento com detergente (Figura 01, p. 128).  

A exposição ao detergente foi realizada em condições de fluido estático para 

determinar o impacto do detergente sem qualquer ação física, isto é, sem fluxo de 

fluido, pois o MBEC estava em condições estáticas sem movimento na Rocking 

table. MEV foi realizada para determinar qualquer impacto observável dos 

detergentes sobre a morfologia da célula bacteriana ou a arquitetura BBF (Figura 02, 



	 128	

p. 129). No geral, houve pouco impacto dos detergentes sobre a morfologia 

bacteriana ou arquitetura BBF, sem interrupção da camada BBF, apenas a 

exposição aos detergentes D1 e D4 mostrou alguma modificação da camada 

MBEC/BBF peg. 

 Para determinar o impacto da combinação da exposição de detergente em 

posição estática, seguida por exposição de desinfetante nos MBEC-BBF pegs, estes 

foram extraídos para análise dos níveis quantitativos de proteínas, carboidratos e 

contagem bacteriana viável (Quadro 02, p. 130). Apenas a combinação de D3 e 

glutaraldeído resultou em um aumento significativo de proteína para os MBEC-BBF 

pegs. Considera-se que todos os MBEC BBF pegs tratados com OPA reduziram de 

forma significativa os níveis de proteína, independentemente da exposição ao 

detergente. Os dados do Quadro 02, p. 130, indicam que a análise de carboidrato 

não funcionou adequadamente em MBEC-BBF pegs, devido aos controles positivos 

não apresentarem qualquer resíduo de carboidrato. 

 

 
Figura 01: Impacto do detergente na remoção de bactérias MBEC-BBF pegs  BBF foi constituído em 
MBEC pegs utilizando E. faecalis (barra listrada) e P. aeruginosa (barra preta), como descrito nos 
Materiais e Métodos. O inocúlo de AST foi de 7,876 log10 UFC/mL Enterococcus faecalis no início do 
desenvolvimento, 8,005 log10 UFC/mL de Pseudomonas aeruginosa. O inóculo de AST também 
continha 7,681 log10 UFC/mL Pseudomonas aeruginosa no início, e 6,891 log10 UFC/mL 
Pseudomonas aeruginosa no final do protocolo BBF. A BBF formado foi exposto a vários detergentes 
em condições estáticas, como descrito em Materiais e Métodos Quadro 01, p. 125. 
Fonte: Prórpio autor 
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Figura 02: Impacto da exposição a vários detergentes em BBF na posição estática 
(A) BBF controle positivo, sem exposição aos detergentes, (B) BBF expostos ao detergente 1 – (D1), 
(C) BBF expostos ao detergente 2 – (D2), (D) BBF expostos ao detergente 3 – (D3) e (E) BBF 
exposto ao detergente 4 – (D4). 
Fonte: Regristro da pesquisadora - Laboratório St. Boniface Research Center 
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Quadro 02: Efeitos de vários detergentes e desinfetantes sobre a redução de 
proteínas, carboidratos e bactérias no MBEC-BBF pegs  

Tratamentoa 
Análise de 
Proteína b 

µg/cm2 

Contagem de Bactérias  
log10 UFC/cm2 

E. faecalis 
Média log10 UFC/cm2 

(Desvio Padrão)b 

P. aeruginosa 
Média log10 UFC /cm2 

(Desvio Padrão) b 

Controle Negativo 
(Sem DET, sem DAN) 

0.51 (0.533) 0 (0) b 0 (0) 

Controle Positivo BBF   
(sem DET, sem DAN) 

32.74 (6.168) 6.14 (0.278) 7.71 (0.320) 

BBF/GLUT 43.49(11.90) 0.14 (0.19) 3.39 (0.57) 
BBF/D1/ GLUT 31.49(25.18) 0 (0) 2.25 (0.57) 
BBF/D2/ GLUT   40.93(3.33) 0 (0) 2.25 (0.93)  
BBF/D3/ GLUT 78.16(36.80)c 0 (0) 2.22 (0.63)  
BBF/D4/ GLUT  23.99(15.30) 0 (0) 2.69 (0.20) 
BBF/AHP 26.92 (8.70) 3.72 (0.42) 4.38 (0.89) 
BBF/D1/ AHP 38.20 (10.91) 4.12 (0.18) 2.36 (1.38) 
BBF/D2/ AHP 71.48 (55.76) 3.96 (0.04) 5.91 (0.14) 
BBF/D3/ AHP 16.90 (10.77) 2.36 (1.38) 3.40 (2.22) 
BBF/D4/ AHP 23.00 (12.76) 1.32 (1.01) 3.09 (2.64) 
BBF/OPA 12.70 (9.12)d 1.62 (1.07) 3.51 (1.68) 
BBF/D1/ OPA 11.70 (7.76)d 0.73 (1.54) 2.66 (1.15) 
BBF/D2/ OPA 25.53(21.30)d 1.74 (1.56) 4.68 (1.77) 
BBF/D3/ OPA  9.06 (6.84)d 0.24 (0.77) 1.46 (1.36) 
BBF/D4/ OPA   8.64(11.50)d 0 (0) 2.61 (0.81) 

Redução bacteriana: para todos DAN em combinação com os detergentes P. aeruginosa e E. faecalis 
foram significativamente reduzidos com p<0,05 (exceto para P. aeruginosa testada com D2 / AHP). 
a Os detergentes testados incluem: D1: Prolystica enzimática, D2: Prolystica neutro, D3: Neodisher, 
D4: Endozime. Os desinfetantes testados incluem: GLUT: glutaraldeído, AHP: Acelerador de Peróxido 
de Hidrogênio e OPA: ortoftaldeído. Veja materiais e métodos para detalhes de detergentes e 
desinfetantes. 
b <LD: representa menos do que o limite de detecção. 
c comparado com o controle positivo, a proteína aumentou, significativamente, com o valor de p 
0,0065 (IC: -79,61 a -11,24), 
d comparado com o controle positivo, a proteína reduziu, significativamente, com o valor de p <0,05. 
DAN – Desinfetante de alto nível 
DET – Detergente 
Fonte: Próprio autor 
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4 DISCUSSÃO  
 
 Atualmente, tem-se um modelo de biofilme seco desenvolvido para 

superfícies ambientais (Almatroudi et al., 2015) e também o modelo de biofilme 

tradicional formado em canais de endoscópios (ISO 15883- 5, anexo F). O modelo 

de biofilme em PTFE, descrito por Vickery et al., (2009) consistiu em 20 ciclos de 

crescimento do biofilme, nos quais posteriormente testaram-se o tratamento com 

detergente e exposição ao glutaraldeído, resultando na ausência de bactérias 

viáveis detectáveis desse protocolo cíclico. O modelo estende-se desses resultados 

usando piores condições em exposição ao glutaraldeído, abaixo do padrão 

recomendado. Nestas condições, houve a sobrevivência das bactérias no interior do 

BBF. O modelo MBEC-BBF descrito, neste estudo, é uma extensão dos estudos 

MBEC originais feita por ALFA e HOWIE (2009a, 2009b) e COSTA LUCIANO et al., 

(2016). O modelo BBF foi formado por múltiplos ciclos de exposição a níveis 

elevados de bactérias aderidas em uma matriz orgânica que foi combinada com 

enxágue e DAN abaixo dos padrões recomendados.  

Uma vez formado o BBF, não foi possível remover o mesmo por exposição a 

qualquer um dos detergentes testados (sem atrito), nem eliminar as bactérias dentro 

do BBF com a exposição de GLUT, OPA ou AHP, usando condições de exposição 

recomendadas pelo fabricante. Isto tem implicações significativas para o 

processamento de endoscópios, pois documenta que os detergentes testados, sem 

a utilização de fricção (por exemplo, escovas de lúmen), não reduzem de forma 

eficaz a quantidade de BBF. Além disso, uma vez formado o BBF, os desinfetantes 

não conseguiram reduzir 6 log10 de bactérias residuais. Os resultados deste modelo 

MBEC-BBF corroboram e estendem os resultados do modelo de biofilme tradicional 

HA-MBEC, realizado por COSTA LUCIANO et al., (2016). Entretanto, a utilização de 

MBEC pegs sem o revestimento de hidroxiapatita (tal como utilizado no estudo 

Costa Luciano et al., 2016) permitiu a utilização de MEV e avaliação do BBF pegs.  

 A acumulação de material nos canais de endoscópios utilizado pelo paciente, 

tem sido documentada. Ren-Pei et al., (2014) documentaram que 54,6% dos canais 

de sucção/biópsia e 76,9% dos canais de ar/água de endoscópios utilizados em 

paciente tinham acumulado material sendo detectado em MEV. Observaram a 

importância da escovação (atrito mecânico) dos canais e reportaram que os canais 

de sucção/biópsia tinham a presença reduzida de materiais orgânicos 
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provavelmente devido à possibilidade desses canais receberem a fricção por 

escovas (REN-PEI et al., 2014). Estes resultados sustentam os dados obtidos por 

Pajkos, Vickery, Cossart (2004) que relatam que a acumulação de material no 

interior dos canais de endoscópios utilizados na rotina, é relatada em maior 

quantidade nos canais de ar/água os quais não podem ser escovados.  

 Vickery et al., (2009) também desenvolveram biofilme em canais de PTFE, 

utilizando 20 ciclos de exposição ao tratamento glutaraldeído e posteriormente a 

etapa de secagem durante toda a noite. No entanto, nesse modelo não houve 

bactérias sobreviventes no final dos vinte ciclos, embora pudessem ser detectados 

bactérias viáveis, utilizando microscopia com o método live/dead.  

 A falta de detecção de bactérias viáveis pode ser relacionada com o método 

de escolha da análise da amostra. Aumeran et al., (2012) relataram que a coleta de 

amostras abaixo dos padrões recomendados pode resultar em falsos negativos. 

Além disso, Almatroudi et al., (2015) desenvolveram um modelo de biofilme em 

superfície isenta de umidade por meio de ciclos de secagem, mas não incluíram 

exposição à DAN. Nesse modelo de biofilme em superfície seca, foi detectada a 

presença de baterias viáveis utilizando a microscopia com o método live/dead.  

 Os dados colaboram com os reportados por Vickery et al., (2009) e 

Almatroudi et al., (2015), testando condições desfavoráveis, utilizando amostra 

abaixo dos padrões recomendados de DAN que resultaram no desenvolvimento de 

BBF com bactérias viáveis que podem ser detectadas por cultura. Os achados deste 

estudo mostraram que uma vez formado o BBF, os desinfetantes utilizados em 

condições recomendadas não possuem a eficácia para remover o biofilme.  

 Estes resultados explicaram o motivo de as bactérias serem detectáveis em 

endoscópios flexíveis após o uso no paciente, apesar de serem submetidos a ciclos 

repetidos de limpeza e desinfecção (CARBONNE et al., 2010;. EPSTEIN et al., 

2014;. KOVALEVA et al., 2010). Evidenciaram questões quanto à importância da 

validação de instruções pelo fabricante para o uso de detergentes e DAN, na 

limpeza e desinfecção dos endoscópios com presença de biofilme e das maneiras 

para prevenir ou eliminar a formação do mesmo no interior dos canais de 

endoscópios (MARION et al., 2006; COSTA LUCIANO et al., 2016). 

 Uma limitação deste estudo foi o fato de o modelo BBF ser desenvolvido em 

MBEC pegs, impossibilitando, assim, o efeito da fricção (por exemplo, a utilização de 

escovas no interior dos canais durante a etapa de limpeza), porque os MBEC pegs 
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são formados na superfície externa dos pegs, não no interior de um canal o qual 

possibilita o uso de escovas. É necessário mais estudos clínicos de simulação que 

abordem o impacto de escovas no interior dos canais dos endoscópios com a 

capacidade de avaliar a eficácia dos detergentes e DAN no processo de remoção do 

BBF. Outra limitação do estudo foi que a análise de carboidratos não foi capaz de 

detectar com segurança os níveis de carboidratos após o BBF formado, pois isso 

ocorreu provavelmente devido à reação causada pelo tratamento com glutaraldeído 

e os produtos químicos necessários para a análise de carboidrato (Liu et al., 1994). 

 Recentemente, o FDA exigiu que os fabricantes de reprocessadoras 

automáticas de endoscópios fornecessem dados para respaldar a eficácia do seu 

produto (FDA, 2015a, 2015b). McDonnell et al., (2016) relataram que a STERIS 

Sistema 1E (SS1E) oferece efetivamente uma redução > 6 log10 em esporos 

Geobacillus stearothermophilus no interior dos canais (incluindo os canais do 

elevator), que são superfícies do duodenoscópios, o que reforça a eficácia do 

processo SS1E para eliminar altos níveis de esporos, mesmo quando utilizados nas 

condições desfavoráveis de tempo de exposição e em condições de fluxo de fluido. 

No entanto, novos testes com duodenoscópios são necessários para avaliar, 

minunciosamente, o processo da limpeza manual.  

 Seria útil avaliar a eficácia dos métodos de DAN e esterilização 

posteriormente à formação e desenvolvimento do BBF dentro dos canais de 

endoscópios. Os dados deste estudo sugerem que, quando ocorre o 

desenvolvimento do BBF no interior de um canal de endoscópios flexíveis, em 

seguida, o detergente e DAN não serão capazes de proporcionar o nível esperado 

de limpeza ou desinfecção na ausência de atrito, isto é, os canais não podem ser 

escovados. Entretanto, os protocolos de processamento devem ser desenvolvidos 

com intuito de prevenir e eliminar a formação de BBF ao longo dos ciclos de 

processamento dos endoscópios.  

 Em conclusão, os dados apresentados, neste estudo, mostraram que a 

redução microbiana e orgânica esperada após a exposição de detergente e DAN 

não foi alcançada quando BBF já tinha desenvolvido. Além disso, o modelo descrito, 

no presente estudo, proporciona um método conveniente para avaliar a capacidade 

dos detergentes e DAN para destruir ou remover bactérias dentro do BBF. O formato 

de 96 espaços no bottom do MBEC permite uma ampla variedade de condições as 

quais podem ser avaliadas simultaneamente.  
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Os achados deste estudo mostraram que quando o biofilme foi formado em 

modelos que simularam canais de endoscópios, os detergente (Prolystica 

enzimático, Prolystica Neutro, Neodisher e Endozime) e desinfetantes testados 

(Glutaraldeído, Ortoftaldéido e Acelerador Peróxido de Hidrogênio) foram ineficazes 

para a sua destruição e remoção em posição estática. Achados que reforçam a 

necessidade da criteriosa execução da etapa da limpeza, no processamento de 

endoscópios.  

 O processamento de endoscópio gastrointestinal flexível (EFG) compreende 

várias etapas as quais estão sujeitas ao erro humano que pode resultar no 

desenvolvimento de biofilmes. Assim, o processamento de EGF constitui um grande 

desafio para a prática clínica. Especialmente, por ser um equipamento que pode 

desenvolver os dois tipos de biofilmes analisados nesse estudo e mundialmente 

conhecidos; o biofilme tradicional (TBF) e o buildup (BBF). Ambos os biofilmes 

podem-se desenvolver no interior dos canais do endoscópio, devido à presença 

constante de fluido, que proporciona ambiente para a fixação do biofilme TBF e BBF, 

por meio de ciclos repetidos de desinfecção que necessariamente inclui fases secas 

e úmidas. 

  Cabe aos responsáveis técnicos pelo processamento, função usualmente 

assumida por enfermeiros, a elaboração de protocolos de com atenção à escolha 

dos detergentes e desinfetantes, além de atenção às recomendações dos 

fabricantes, seguindo diluição, tempo e temperatura para cada saneante utilizado. 

Entretanto, outro fator importante na prevenção e controle da formação do biofilme é 

a utilização de artefatos que promova atrito nos canais internos dos EGF, com 

escovas com diâmetros adequados.  

 Essas condutas são preventivas na etapa da limpeza, evitando a fixação de 

matéria orgânica no momento da desinfecção, tendo em vista que um dos achados 

deste estudo é que muitos desinfetantes, incluindo Glutaraldeído, agente germicida 

amplamente utilizado no Brasil, possuem capacidade de fixar matéria orgânica na 

superfície e, dessa forma, contribuiem para o desenvolvimento do biofilme nos 

canais internos dos endoscópios.  

 Contagem de bactérias viáveis são grandes preditores de presença do 

biofilme, porém não consegue analisar a presença de bactérias viáveis não 

cultiváveis, dificultando, assim, a possiblidade de conhecer a real condição dos 
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canais internos dos endoscópios. A análise de proteína e carboidrato é importante 

para verificar a presença de biofilmes, estes achados mostraram que quando o 

biofilme foi submetido ao processo de limpeza ou desinfecção com agentes 

saneantes, ocorreu uma alteração dos resultados por meio de reações químicas que 

impediram esta pesquisa de confirmar a destruição e remoção destes componentes 

no biofilme. 

 A microscopia eletrônica de varredura é uma alternativa muito eficaz para a 

confirmação da presença do biofilme nos canais de endoscópios, mas essa técnica 

requer um trabalho árduo além de necessitar de muitos recursos financeiros para a 

execução da mesma, sendo inviável a sua prática, rotineiramente, dentro das 

clínicas de endoscopia.  

Destaca-se que o modelo de desenvolvimento de biofilme, descrito no 

presente estudo, proporciona um método apropriado para avaliar a capacidade dos 

detergentes e desinfetantes de alto nível para destruir ou remover bactérias do 

interior do BBF e favorece futuras investigações. Além disso, o material utilizado 

para o desenvolvimento do biofilme, o MBEC que possui o formato de 96 poços, que 

permite a avaliação simultânea de uma ampla variedade de condições.  
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 Os endoscópios flexíveis são equipamentos que contribuem de forma ímpar 

na saúde tanto para procedimentos de diagnóstico como terapêutico. Sabe-se do 

alto custo de seu inventário e das dificuldades dos serviços de saúde em possuírem 

grande número desse equipamento para a alta demanda, e, dessa forma, um 

mesmo endoscópio precisa ser utilizado várias vezes ao dia. À medida que aumenta 

a demanda de uso, aumenta a demanda pelo processamento dos endoscópios, os 

quais necessitam de tempo hábil para execução de todas as minuciosas etapas. 

Essa demanda pode contribuir para falhas no processamento, favorecendo, assim, 

ambiente propício para o desenvolvimento do biofilme nos canais internos desses 

equipamentos. 

Alguns design de endoscópios não permitem a inserção de escovas ou outros 

artefatos em canais de ar/água, impossibilitando a fricção e remoção de sujidade e a 

prevenção do desenvolvimento do biofilme por atrito direto das superfícies. Portanto, 

uma grande dificuldade para o processamento é o complexo design dos 

endoscópios que não permite a completa visualização do equipamento, dificultando 

a execução de suas várias etapas. Espera-se atenção dos fabricantes de 

endoscópios para a projeção de novos equipamentos, com design mais simples, que 

facilite o seu processamento (limpeza e desinfecção). 

Uma das limitações desta pesquisa foi a impossibilidade de realizar a fricção 

para avaliar a destruição e remoção de ambos os biofilmes desenvolvidos, devido ao 

material utilizado, o MBEC não permite uma simulação idêntica da limpeza com o 

uso de artefatos. Em contrapartida, essa condição, em certa medida, pode acontecer 

durante o processamento dos canais de ar/ água que não permitem a introdução de 

artefatos, sendo realizada a limpeza somente com flush.  

 Um outro aspecto importante e que pode contribuir para a formação de 

biofilme é o tempo de uso dos endoscópios, que carecem de indicadores que limitem 

a vida útil desses equipamentos. Pois, com os sucessivos processamentos, a 

superfície interna dos canais dos endoscópios pode ficar alterada ou danificada, 

proporcionando um meio para o desenvolvimento do biofilme, o que leva às suas 

consequências infecciosas. Não sendo, portanto, aceitável que o tempo de uso 

desses equipamentos seja condicionado, unicamente, à sua funcionalidade.  

 Esforços devem ser encorajados nos serviços de saúde para mudanças no 

processamento de endoscópios, visando prevenção do desenvolvimento de biofilme 

nos canais internos dos mesmos, e, por conseguinte, infecções associadas aos 
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procedimentos de endoscopia. Nesse sentido, vale destacar a importância do 

trabalho do enfermeiro que, rotineiramente, atua como responsável técnico dessa 

unidade e deve garantir a qualidade do processamento.   
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