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RESUMO

GONZALEZ, N. H. Capacidade de inativacio de desinfetantes sobre
microrganismos isolados de superficies fixas em areas criticas de um hospital
veterinario de ensino.

[Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Veterinaria da UFRGS]

Superficies fixas contaminadas de hospitais de clinicas veterinarias podem servir como
fonte de contaminacdo por microrganismos potencialmente patogénicos comuns entre
animais e seres humanos, promovendo riscos de infeccdes nosocomiais tanto para 0s
pacientes quanto para os profissionais, estudantes e trabalhadores em salde veterinaria.
Com a finalidade de controle dessa microbiota transmissivel, procedimentos sanitarios
de desinfeccdo e descontaminagdo sdo prescritos para serem adotados no ambiente. O
presente estudo teve como objetivos isolar e identificar a microbiota presente em
superficies fixas de &reas criticas do setor de pequenos animais de um hospital
veterinario de ensino, e verificar a acdo de inativacdo de grupos quimicos desinfetantes
sobre estes microrganismos. Com swabs rolados sobre a superficie de mesas inox de
contato com o0s pacientes, nos setores de atendimento clinico ambulatorial, de
internados, de fluidoterapia, de cirurgia e de pré-operatorio, foram isolados
Staphylococcus spp. coagulase (+) e (-), Sphingomonas paucimobilis, Streptococcus sp.
(ndo grupo D), Enterobacter sp., Acinetobacter iwoffii, Bacillus cereus, Pseudomonas
sp., Micrococcus sp., Enterococcus sp., Cocobacilo ndo fermentador, Bacillus sp.,
Citrobacter sp. e Candida guilliermondii. Foi avaliada a capacidade de inativacdo dos
desinfetantes acido peracético, ioddéforo, hipoclorito de sodio, quaternario de aménio,
fenol sintético, clorhexidina e alcool. O método utilizado foi o de diluicdo, pela técnica
de suspensdo microbiana composta por trés pools de bactérias (um por dia de coleta ) e
uma cultura de levedura, em trés concentracdes dos desinfetantes nos tempos de contato
1, 5 e 10 minutos. Os pools eram suspensos na solucdo desinfetante, e identificados os
sobreviventes. Observou-se que o acido peracético, nas concentracdes 25 e 50 mg/L em
10 minutos de contato ndo inativou Staphylococcus spp. e Candida guilliermondii, e em
100 mg/L precisou mais de 5 minutos para inativa-los. O iodéforo, em 25 mg/L
precisou de mais de 1 minuto para inativar Staphylococcus spp., e 10 minutos ndo foram
suficientes para inativar Bacillus sp. Mesmo em 100 mg/L, necessitou mais de 1
minuto para inativar Staphylococcus spp. O hipoclorito, na concentragdo 250 mg/L, em
1 minuto de contato ndo inativou Bacillus sp. e precisou de 10 minutos para inativar
Candida guilliermondii. Frente a essa levedura, mesmo em 1.000 mg/L o hipoclorito de
sodio precisou de tempo maior a 1 minuto para inativa-la. Os demais desinfetantes
(quaternario de amoénio, fenol sintético, clorhexidina e alcool), nas menores
concentracdes e tempos de contato, inativaram todos os microrganismos. Concluiu-se
que nas superficies de todos os ambientes hospitalares, puderam ser isolados
microrganismos. Os testes in vitro evidenciaram que todos 0Ss grupos quimicos



avaliados podem ser usados para inativar os isolados, mas que os fatores testados:
género e espécie microbiana, concentracfes e tempos de contato, interferiram na
capacidade desinfetante.

Palavras-chave: desinfetantes, superficies fixas, hospital veterinrio.



ABSTRACT

GONZALEZ, N.H. Inactivation capability of disinfectants against microorganisms
isolated from environmental surfaces in critical areas of a veterinary teaching
hospital.

Noncritical environmental surfaces of veterinary hospitals might be contamination
sources of potentially pathogenic microorganisms shared by animal species and humans
beings, representing risks of nosocomial infections, either to the patients or to the
medical and technical staff and students. Aiming to control this transmissible
microbiota, sanitary procedures of decontamination and disinfection are prescribed to be
adopted in these environments. The present study aimed to isolate and identify the
microbiota occurring in environmental surfaces of critical areas of the small animals
sector in a veterinary teaching hospital, and evaluate the inactivation action of
disinfectants of different chemical groups against these microorganisms.
Staphylococcus spp. coagulase (+) and (-), Sphingomonas paucimobilis, Streptococcus
sp. (not group D), Enterobacter sp., Acinetobacter iwoffii, Bacillus cereus,
Pseudomonas sp., Micrococcus sp., Enterococcus sp., Cocobacilo non-fermenting,
Bacillus sp., Citrobacter sp. and Candida guilliermondii were isolated by means of
swabs rolled on the surfaces of stainless steel tables contacting with the patients in the
following areas: ambulatory clinical, hospitalization, fluid therapy, surgery and pre-
operatory. The efficacy of peracetic acid, iodofor, sodium hypochlorite, a quaternary
ammonium product, synthetic phenol, chlorhexidine and alcohol was evaluated. The
method used was dilution by the suspension technique composed by three bacterial
pools (one for each sampling day) and a yeast culture, in three disinfectant
concentrations, and in 1, 5 and 10 minutes of contact. The pools were suspended in the
disinfectant solutions and the survivors identified. Peracetic acid, in 25 and 50 mg/L
concentration, in 10 min of contact did not inactivate Staphylococcus spp. and Candida
guilliermondii, and in a concentration of 100mg/L needed more than 5 minutes to
inactivate them. The iodofor, in 25 mg/L, took more than 1 minute to inactivate
Staphylococcus spp., and 10 minutes were insufficient to inactivate Bacillus sp.; even in
a concentration of 100 mg/L it required more than 1 minute to inactivate
Staphylococcus spp. The hypochlorite, in a concentration of 250 mg/L, in 1 minute of
contact did not inactivate Bacillus sp. and required 10 minutes to inactivate Candida
guilliermondii. Against this yeast, even a 1000 mg/L solution of sodium hypochlorite,
required more than 1 minute to inactivate it. The other disinfectants (a quaternary
ammonium product, synthetic phenol, chlorhexidine and alcohol) in the lowest
concentrations and smaller contact times inactivate all the microorganisms identified. It
was concluded that microorganisms might be isolated in surfaces of all environments of
the hospital. The in vitro tests showed that all chemical groups evaluated could be used
to inactivate the isolates, but the tested variables: genus and species of microorganisms,
concentrations and contact times, interfered in the disinfectant efficacy.

Key-words: disinfectants, noncritical environmental surfaces, veterinary hospital.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo nosocomial é aquela que ocorre tendo como local de contaminacéo o
ambiente hospitalar. No ambiente hospitalar veterinario, a proximidade dos
profissionais e trabalhadores de servigos de salde animal com os animais doentes,
oferece condigdes favoraveis para a transmissdo de microrganismos pelo contato direto,
através de secrecOes ou fluidos organicos, por exemplo, ou indiretamente através de
utensilios e superficies inanimadas de contato. A via oposta de transmissdo, ou seja, do
humano para o animal igualmente pode acontecer nas mesmas condigdes.

As superficies fixas hospitalares sdo aquelas superficies inanimadas de grande
extensdo, tais como pisos, paredes, mobiliérios etc.. (BRASIL, 2007). Estas superficies
sdo classificadas como ndo criticas (classificagdo de Spaulding), ou seja, apresentam
baixo risco de transmissdo de patdgenos aos pacientes, quando em contato com a pele
integra, pois esta € uma importante barreira de protecdo. No entanto, quando essas
superficies estdo em dareas criticas, na qual existe 0 risco aumentado para o
desenvolvimento de infeccdes relacionadas a assisténcia a satde, os fatores relacionados
com a possibilidade de infeccdo sdo maiores. Ainda que estas superficies ndo
impliguem diretamente na transmissdo de doencas, elas podem contribuir
potencialmente para a transmissdo cruzada, principalmente pelo contato das maos dos
profissionais de salde com objetos invasivos, com o0s pacientes e superficies ou vice
versa (RUTALA e WEBER, 2001).

Carvalho et al. (2007) reforcam essa idéia, observando que a contaminacgdo
microbiana em superficies, tocadas pelas mdos, em ambientes hospitalares,
freqlientemente sdo vistas como possiveis fontes de infeccfes. Como exemplo,
investigacao realizada em piso, grade, macaneta de porta e mesa de cabeceira de 26 alas
com pacientes humanos infectados com S. aureus e 26 alas de pacientes ndo infectados,
constataram que aproximadamente 50% de todos os locais estavam contaminados por
essa bactéria.

Na prevencdo e no controle das infec¢cbes nosocomiais que tém como fonte de
infeccdo 0 ambiente/superficies dos hospitais, entre outros procedimentos, é indicada a
adocéo de protocolos de higienizagdo. Estes s&o compostos por duas etapas: a limpeza e
a desinfeccdo. A primeira refere-se a remocdo de sujidades e matéria organica, e a
segunda a acdo direta sobre os microrganismos (ROMAO, 1998).

Compreende-se por desinfeccdo a destruicdo de patdgenos e outros
microrganismos, mas ndo necessariamente todas as formas microbianas, em superficies
inanimadas. Em conseqiiéncia deste procedimento, tem-se a diminui¢do ou eliminacao
de riscos de transmissdo de doengas (CDC, 2008; RUTALA et al., 2000). Diminuir ou
eliminar a carga microbiana presente nas superficies ndo é tarefa simples (ANDRADE
et al. 2000; SANTOS et al. 2007), sendo para tanto imprescindivel a escolha certa do
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agente desinfetante, alem de capacitacdo de pessoal enfatizando as condi¢bes de uso
conforme grau de risco.

O presente estudo teve como objetivos isolar e identificar a microbiota presente
em superficies fixas (mesas inox) de areas criticas do setor de pequenos animais de um
hospital veterinario de ensino, e verificar a eficacia de grupos quimicos desinfetantes
sobre estes microrganismos.



13

1.1 Colocacéo dos problemas de pesquisa

Qual a microbiota presente em superficies fixas do ambiente Hospital

Veterinario de Ensino?

Grupos quimicos desinfetantes serdo capazes de inativar a microbiota
sobrevivente a higienizacdo de rotina nas superficies fixas do Hospital Veterinario de

Ensino? Em qual a concentracdo? Qual o tempo de contato?

Todos desinfetantes tém igual eficacia frente aos microrganismos isolados?

1.2 Colocacéo das hipoteses de pesquisa

Serdo isolados microrganismos de diversos géneros e espécies, alguns deles

comuns entre humanos e animais.

Os desinfetantes hipoclorito de sodio, clorhexidina, quaternario de amonio,
iodéforo, &cido peracético, alcool e fenol sintético inativam o0s microrganismos
sobreviventes, nas mais baixas concentracGes indicadas para uso nos tempos de contato

variando entre 1 e 10 minutos.

A eficdcia de inativacdo dos desinfetantes ira variar entre 0s géneros

microbianos.

1.3 Objetivos gerais

Monitorar a existéncia de microrganismos resistentes a desinfetantes.

Fornecer subsidios para elaboracdo de protocolos de desinfec¢cdo em ambientes

hospitalares veterinarios.
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1.4. Objetivos especificos

Isolar e identificar a microbiota presente em superficies fixas de ambiente
hospitalar veterinario, e avaliar, por teste padronizado, a capacidade de inativacdo de

desinfetantes.



15

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacdo em superficies fixas de ambientes hospitalares

Classificam-se as areas fisicas dentro de um servico de saude, segundo o risco
potencial de aquisicdo de infeccdes, como: criticas, semi-criticas e ndo criticas. Areas
denominadas criticas, requerem uma higienizacdo diferenciada, pois sdo areas na qual
existe risco aumentado para desenvolvimento de infeccBes relacionadas & assisténcia a
salde, seja pela execucdo de processos envolvendo artigos criticos ou material
bioldgico, pela realizacdo de procedimentos invasivos ou pela presenca de pacientes
com suscetibilidade aumentada aos agentes infecciosos ou portadores de

microrganismos de importancia epidemiolégica (BRASIL, 2009).

Define-se como infeccdo hospitalar (Brasil, 1998), aquela que é adquirida apds a
admissao do paciente e que se manifesta durante a internacdo ou apds a alta, quando
associada com a internagao ou procedimentos hospitalares.

As superficies fixas em servicos de saude, segundo definicdo oficial (Brasil,
2007) sao aquelas superficies inanimadas de grande extensdo, tais como pisos, paredes,

mobiliarios etc.

A contaminacdo microbiana em superficies, tocadas pelas méos, em ambientes
hospitalares, freqlentemente sdo vistas como possiveis fontes de infecgdes. No
mecanismo de transmisséo de infeccdo nos hospitais, as maos contaminadas do pessoal
hospitalar atuam como importante meio de disseminacdo de agentes causais
transmissiveis. Um dos processos que podem interromper esta cadeia € a esterilizacao
de artigos, e outro, a desinfeccdo de artigos e ambientes, dentro das devidas proporgoes
de necessidade (BRASIL, 1994).

Conforme avaliacdo de Carvalho et al.(2007) realizada em piso, grade, maganeta
de porta e mesa de cabeceira de 26 alas com pacientes humanos infectados com S.
aureus e 26 alas de pacientes néo infectados, aproximadamente 50% dos locais estavam
contaminados por S. aureus. Também os resultados de Lemmen et al. (2004), indicaram

que superficies inanimadas de quartos em hospital com pacientes humanos colonizados
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ou infectados por S. aureus meticilina resistentes (MRSA) e Enterococcus vancomicina
resistentes (VRE), tornam-se freqlientemente contaminadas e, portanto, as superficies e
objetos podem muito provavelmente servir como fonte secundaria para transmissao
cruzada destas bactérias. Precaugbes como isolamento dos pacientes em quarto
individual, uso de luvas, desinfeccdo ambiental e outras formas de barreira sanitaria

foram recomendadas para minimizar estes riscos.

Algumas bactérias tém habilidade para sobreviver no ambiente por longos
periodos. Linhagens de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, de isolados
clinicos e ambientais, foram testadas e algumas recuperadas apds quatro meses da
contaminacdo provocada, em superficies de PVC, apresentando contagem em torno de
10? UFC (WENDT et al., 1998). Da mesma forma, Jawad et al. (1998) em experimento
simulando a sobrevivéncia de Acinetobacter baumannii em superficie de vidro,
observaram que as linhagens sobreviveram por até 33 dias nesta condic¢do. Salientaram
que a sobrevivéncia durante este periodo de tempo, em ambiente com uma pobre
higiene, desinfeccdo impropria e o elevado grau seletivo associado ao uso extensivo de

agentes antimicrobianos de amplo espectro, pode permitir possiveis infeccoes.

Superficies de equipamentos também ja foram avaliadas. Visto a possibilidade
de ocorrer infeccbes cruzadas em radiologia odontoldgica, Silva et al. (2003),
analisaram 17 equipamentos de raio-X, apos procedimento clinico, e encontraram
indices de 50% de contaminacdo por Staphylococcus spp., 30% por Candida spp. e

Estreptococos grupo mutans, e 6% por bacilos Gram negativos.

No caso da contaminacdo por fungos, Martins-Diniz et al. (2005) recuperaram
leveduras pelo método do swab em amostras de macanetas, leitos e aparelhos
telefénicos de ambientes hospitalares humanos. Das amostras avaliadas foram isolados
Candida spp. e Trichosporon spp., géneros destacados pelos autores como responsaveis

por infeccOes hospitalares.

Para o Centers for Disease Control and Prevention - CDC (2003), amostragens
em superficies inanimadas normalmente sdo utilizadas como parte de uma investigacdo
epidemioldgica, ou seja, pesquisar fontes potenciais de doencas, a sobrevivéncia de
microrganismos em superficies, fontes de contamina¢do ambiental ou parte de
investigacdo de um surto, neste caso a identificacdo dos isolados deve ser no nivel de

espécie.
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PadrGes microbiologicos para avaliar a higiene de superficies em ambientes
hospitalares ndo existem. Dancer et al. (2004) prop6em dois ensaios a serem
pesquisados em ambientes hospitalares humanos, a saber, pesquisa de microrganismos
indicadores de alto risco para os pacientes, como Staphylococcus aureus incluindo
MRSA, Clostridium difficile, bacilos Gram negativos resistentes, Enterococcus
resistente a vancomicina, Salmonella spp. e outros microrganismos associados a
infecches graves em pacientes imunocomprometidos, e a quantificagdo da carga
microbiana em &rea especifica. O padrdo para contagem microbiana seria < 5 UFC/cm?
para superficies tocadas pelas maos. Uma carga > 5 UFC/cm? sugeriria que a superficie

estd sendo insuficientemente higienizada, aumentando a chance de haver patdgenos.

2.2 Hospitais veterinarios

No ambiente hospitalar veterinario, o transito continuo de animais enfermos
implica em risco potencial de infec¢cdes entre pacientes e trabalhadores deste local. A
proximidade dos profissionais de servicos de salde animal, com 0s animais doentes
oferece condicgdes favoraveis para a transmissao de microrganismos pelo contato direto,
através de secrecdes ou fluidos organicos ou indiretamente através de utensilios e
superficies inanimadas de contato. Mesmo um microrganismo comensal de muitos
animais, como S. intermedius, é transmitido e infecta 0 homem (GUARDABASSI et al.,
2004).

A via oposta de transmissao, ou seja, do humano para o animal igualmente pode
acontecer. Surto por Estafilococos ocorrido com cavalos, em hospital veterinario, teve a
origem humana como provavel fonte de infeccdo, visto que os animais infectados
vieram de diferentes localidades, periodos e sem aparente infeccdo estafilocdcica no
momento da entrada ao hospital (SEGUIN et al., 1999). Ha cada vez mais relatos de
infeccéo e colonizagdo por S. aureus MRSA em cavalos e evidéncias de que eles podem

ser transmitidos entre cavalos e humanos (WEESE et al. 2006).

Segundo Andrade et al. (1991), as bactérias isoladas em seu estudo realizado em
superficies fixas de um hospital veterinario, poderiam desempenhar papel importante

para infecgbes hospitalares. Pelo método do swab, foram avaliados boxes de
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internamento e isolamento, mesas cirdrgicas, ambulatoriais e de enfermagem, e sala de
cirurgia. Detectou-se, em ordem decrescente, Estafilococos coagulase negativa,,
Enterobacter sp., Micrococcus sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp., Estafilococos
coagulase positiva, Proteus sp., Citrobacter sp., E. coli e Providencia sp.

Dunowska et al. (2005) testaram a eficicia da desinfeccdo por nebulizacdo
utilizando desinfetante de amplo espectro, sob diferentes superficies em hospital
veterinario. Concluiram que, a excecdo de uma mesa de madeira ndo tratada, as
superficies horizontais apresentaram maior reducdo bacteriana comparada as superficies
verticais. Por fim, recomendam que superficies porosas devam ser evitadas em areas

criticas hospitalares.

2.3 Desinfec¢do em superficies fixas hospitalares como barreira sanitaria

Compreende-se por desinfeccdo a destruicdo de patogénicos e outros
microrganismos, mas ndo necessariamente todas as formas microbianas, em superficies
inanimadas, previamente limpas. Difere da descontaminacéo, onde o agente desinfetante
¢ aplicado diretamente sobre a matéria organica presente na superficie, sendo
posteriormente removido o contetdo descontaminado seguido da limpeza na superficie
(BRASIL, 1994).

Em revisdo feita por Rutala e Weber (2001), discutiu-se a aplicabilidade de
desinfetantes ou detergentes em superficies fixas hospitalares, como formas preventivas
a contaminacdo ambiental. Estas superficies sdo classificadas como néo criticas, ou seja,
apresentam baixo risco de transmissdo de patdgenos aos pacientes, quando em contato
com a pele integra, pois esta € uma importante barreira de doencas. Porém, ainda que
estas superficies ndo impliquem diretamente na transmissdo de doencas, elas podem
contribuir potencialmente para a transmissdo cruzada, principalmente pelo contato das
méaos dos profissionais de salide com os pacientes e superficies ou vice versa. Como
justificativa ao emprego de desinfetantes em superficies ndo criticas hospitalares, os
autores destacam: as superficies podem contribuir com a transmissdo de importantes
patdgenos, os desinfetantes sdo necessarios para descontaminacdo onde ha sangue e

outros materiais bioldgicos, os desinfetantes sdo mais efetivos do que os detergentes na
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reducdo da carga microbiana em superficies, 0 uso de um Unico produto como
desinfetante para descontaminacdo é mais pratico e vantajoso, os detergentes tornam-se
contaminados durante os procedimentos de limpeza, e por Ultimo o Centers for Disease
Control and Prevention — CDC recomenda a desinfec¢do nas superficies ndo criticas em
areas com pacientes em isolamento. Em contrapartida, superficies ndo criticas
contribuem minimamente com infeccGes hospitalares, os detergentes causam menos
impacto ambiental quando descartados, ndo ha riscos ocupacionais, menos custos, e
alguns experimentos tem sugerido que o uso de desinfetantes pode promover, aos

microrganismos, o desenvolvimento de resisténcia a antibioticos.

Na Noruega é comum utilizar 4gua e sabdo para limpeza dos quartos de
pacientes humanos que ndo estejam em isolamento. N&o € utilizado desinfetante, com
proposito de se evitar o desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos aos
desinfetantes. Pratica que Andersen et al. (2009) avaliaram com diferentes métodos de
limpeza com uso de mops nos pisos de quartos de hospital, e verificaram a reducdo da
carga bacteriana de 60-100 UFC/placa de contato para 30-60 UFC/placa de contato apds
limpeza. No entanto, as amostras de ar interior apresentaram ndmeros maiores de

bactérias apds a limpeza dos pisos.

Outros autores véem as superficies horizontais como importantes fontes de
contaminagdo. Patterson et al. (1994) instituiram um programa de controle da
disseminacdo de microrganismos multiresistentes ou potencialmente perigosos, sendo
que este programa estabelece a desinfeccdo de todas as superficies horizontais ao redor
de pacientes humanos colonizados ou infectados. Nos hospitais onde se adotou esta

medida preventiva, houve controle destes microrganismos.

Procedimentos de desinfeccdo de superficies sdo praticas basicas para o controle
da transmissdo de infec¢bes hospitalares. Porém, se a execucdo de tais procedimentos
ndo seguir a rigor os protocolos, muitos fatores irdo comprometer a desinfeccéo, tais
como temperatura, tempo de contato, concentracdo, presenca de matéria organica, o tipo
de material a ser desinfetado, o numero e resisténcia da biocarga sobre a superficie,
entre outros fatores que prejudicam o processo de desinfeccdo (WIEST, 1984; CDC,
2003; WHO, 2004).
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2.4 Normatizacao dos desinfetantes no Brasil

A Portaria n°® 15/88 — MS (BRASIL,1988) determina as normas para fins de
registro dos produtos desinfetantes, e 0s principios ativos permitidos para uso
hospitalar. Em 1993, a Portaria n°122/DTN — MS (BRASIL, 1993) inclui o principio
ativo &cido peracético no grupo dos desinfetantes hospitalares para uso em superficies
fixas. No ano de 2007, a Resolugdo RDC n° 14/07 — ANVISA revoga alguns itens da
Portaria n° 15/88 e proibe o principio ativo aldeido para desinfeccdo em superficies
fixas hospitalares. Lembramos que a legislacdo vigente dispde também definicdes,
limitacdes e outras informacBes cabiveis para emprego correto dos produtos
desinfetantes.

Quanto as normas para controle de infeccdo hospitalar, a Portaria n® 2.616/98 —
MS permite para uso, somente 0s principios ativos liberados pela Portaria n® 15/88 e

outras que a complementam ou substituam.

2.5 Grupos de desinfetantes permitidos para uso em superficies fixas hospitalares

Oficialmente pela Portaria n°15/88 — MS define-se desinfetante como
formulacdo que tem na sua composicao substancias microbicidas e apresentam efeito
letal para microrganismos ndo esporulados. A Resolucdo RDC n° 14/07 — ANVISA,
define como produto que mata todos 0s microrganismos patogénicos, mas nao todas as

formas microbianas esporuladas em objetos e superficies inanimadas.

2.5.1 Acido peracético

Pouco se sabe sobre o mecanismo de agdo do acido peracético, mas acredita-se
que funciona de forma semelhante aos outros agentes oxidantes, isto €, desnatura

proteinas, desorganiza a permeabilidade da parede celular e oxida metabdlitos. O acido
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peracético inativa bactérias e fungos em tempo < 5 minutos em concentracdo < 100
mg/L (CDC, 2008). Possui ampla atividade microbicida, no entanto é instavel quando
diluido (NOGAROTO e PENNA, 2006).

2.5.2 lodo e derivados

Solucdo de iodo ou tinturas foram muito utilizadas pelos profissionais de saude
como anti-séptico. lodoforos, por outro lado, tém sido utilizados tanto como anti-séptico
e desinfetante. O iodo penetra na parede celular dos microrganismos rapidamente, e 0s
efeitos letais acredita-se que resultam na ruptura das proteinas e acidos nucléicos (CDC,
2008). Os iodados sdo bastante sensiveis a presenca de matéria organica e causam

manchas em plasticos e téxteis (WIEST,1984).

2.5.3 Clorados

Os liberadores de cloro tém sua eficacia relacionada com a quantidade de cloro
livre disponivel, ou seja, em solucdo aquosa o ion hipoclorito e acido hipocloroso. Sua
acdo bactericida ocorre pela oxidacdo de moléculas vitais na célula (WIEST, 1984). Sdo
ativos para bactérias vegetativas, micobactérias, esporos bacterianos, fungos e virus. Em
altas concentracOes apresentam efeito letal para os prions. No entanto reagem
rapidamente com a matéria organica, o que diminui sua atividade. Fato consideravel
quando utilizado para desinfeccdo e descontaminacao de superficies contendo sangue e
outros fluidos corpdreos (ROMAO, 1998).

2.5.4 Quaternario de aménio

Sua acgdo bactericida é atribuida a inativagdo de enzimas produtoras de energia,

desnaturacdo de proteinas e ruptura da membrana celular. O quaternario de amonio é
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comumente utilizado em saneamento ambiental de superficies ndo criticas, como pisos,
moveis e paredes (CDC, 2008). Suas principais desvantagens sdo inativacao por
tensoativos anidnicos, baixa atividade em &gua dura, formacdo de espumas e pouca
efetividade sobre esporos bacterianos (ANDRADE e MACEDO, 1996).

2.5.5 Fendis

Desinfetante que altera a permeabilidade da membrana celular. Alguns
compostos fenolicos sdo excelentes fungicidas, mas apresentam baixa eficacia sobre
esporos bacterianos e virus (ANDRADE e MACEDO, 1996). Como desvantagens
possuem restricbes para desinfeccdo de materiais porosos, devido absor¢do nos
mesmos, e pela sua toxicidade (NOGAROTO e PENNA, 2006).

2.5.6 Biguanidas

In vitro, a clorhexidina inibe o crescimento de células vegetativas de bactérias
Gram positivas e negativas, em diluicdes relativamente altas. A clorhexidina reage com
a célula a partir de grupamentos lipofilicos, provocando uma desorientacdo da
membrana lipoprotéica, o que leva uma alteracdo em sua funcdo de barreira osmotica
(ANDADE e MACEDO, 1996). Possui incompatibilidade com sabdo e outros agentes
aniénicos e pode provocar manchas em tecidos principalmente, de algoddo
(CERQUEIRA, 1997).

2.5.7 Alcoois

A acdo antimicrobiana do alcool é a desnaturacdo de proteinas. Sua melhor
concentracdo bactericida é de 60 a 90 ° GL (CDC, 2008). O élcool etilico € o mais

usado, devido a sua disponibilidade e baixo custo. E um desinfetante de nivel
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intermediario de facil aplicacdo, porém devido a rapida evaporacdo ha dificuldade em
precisar o tempo de exposicdo e ndo penetra em matéria organica (NOGAROTO e
PENNA, 2006).

2.6 Eficacia dos desinfetantes

As bactérias como todos os seres vivos exibem mecanismos biologicos, que as
permitem adequarem-se a diversas pressdes ambientais. A resisténcia adquirida aos
anti-sépticos e desinfetantes surge por uma propriedade natural de um organismo, ou
surge por mutacdo ou por aquisicdo de plasmideos ou transposons (CABRERA et al.,
2007).

Um biofilme confere resisténcia aos agentes antimicrobianos. Théraud et al.
(2004), usando trés leveduras de isolados clinicos, duas leveduras isoladas de ambiente
hospitalar e dois mixes destas leveduras frente aos desinfetantes hipoclorito de sddio
0,38% e alcool 70%, ndo obteve efeito fungicida nesta condi¢do. Porém em confronto

sob suspensdo, os desinfetantes foram eficazes em todas as espécies testadas.

Considerando a influéncia de outros fatores, concentracdo, matéria organica,
tempo de contato e microrganismo, Medeiros et al. (2009) observaram uma grande
variacdo quanto a sensibilidade de Staphylococcus spp. frente a diferentes principios
ativos. lodo teve atividade antimicrobiana de 100% em 1 e 5 minutos de contato frente a
S. aureus e para Estafilococos coagulase positiva teve acdo antimicrobiana em 30
segundos de contato. Apenas 6,7% das cepas de S. aureus apresentaram sensibilidade
durante 5 minutos de contato ao principio ativo cloro, e 100% das cepas Estafilococos

coagulase positiva foram resistentes a ele, no mesmo periodo.

A presenca de matéria organica em teste de eficacia feito por Souza e Daniel
(2005), comparando cloro ao acido peracético, mostrou a interferéncia deste fator na
atividade antimicrobiana do cloro. Acido peracético apresentou maior ag&o que o cloro,

inativando os microrganismos confrontados em concentragdes de até 5 mg/L.

Em experimento realizado por Kich et al. (2004), demonstraram como a

presenca de matéria organica prejudica na desinfeccdo. Avaliando a eficacia de seis
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grupos desinfetantes, obteve, na presenca de matéria organica, diminuicdo na atividade
antimicrobiana de quaternario de amonio, glutaraldeido com cloreto de benzalcénico,
ioddforo, fenol e hipoclorito de sodio 0,1%, confrontados com linhagens de Salmonella
typhimurium durante 15 minutos de contato. Todos desinfetantes foram diluidos
conforme recomendacéo dos fabricantes. Exceto acido peracético e hipoclorito de sodio

1% foram eficazes em todas as repeticdes do ensaio.

Contrapartida, a presenca de matéria organica adicionada em pincas cirurgicas
contaminadas com culturas bacterianas, apresentou pouca interferéncia na agéo
desinfetante de hipoclorito de sodio 1%, alcool 70%, glutaraldeido 2% e perdxido de
hidrogénio 6%. Na grande parte das amostras houve eliminacdo total das bactérias
(SOUZA et al. 1998).

Altas concentracBes de desinfetantes utilizadas por Estrela et al. (2003),
mostraram que pelo método de exposicdo direta com papel absorvente contaminado por
microrganismos e posteriormente cobertos com solucéo desinfetante, em 30 minutos de
contato Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e mix de microrganismos, néo foram
suscetiveis a acdo antimicrobiana de clorhexidina 2%. Ja hipoclorito de sodio 2%, nas
mesmas condic¢des, foi eficaz em 5 minutos de contato. Também utilizando método de
impregnacdo em papel, Pérez et al. (2006) observaram que 79,56% das cepas testadas

ndo foram inativadas frente a clorhexidina 2%.

De acordo com Guimardes et al. (2000), avaliando a atividade bactericida,
comparando hipoclorito de sddio, glutaraldeido, composto de formaldeido-quaternario
de amdnio-alcool etilico, fenol sintético e quaternario de amonio frente a bactérias
isoladas em hospital e linhagens padrBes, observou que os desinfetantes quaternario de
amonio e fenol devem ser usados em altas concentracfes, em ambos 0s casos, para
termos suscetibilidade. Entretanto, sugerem que o0s desinfetantes devam ser

selecionados baseados sob circunstancias em particular, como tipo bacteriano.

Em estudo realizado por Borowsky et al. (2006), avaliando a sensibilidade de 96
amostras de Salmonella typhimurium isoladas de suinos, frente aos desinfetantes
quaternario de amonio e iodofor, observaram que o desinfetante iodofor, na
concentracdo recomendada pelo fabricante, em 60 minutos de tempo de contato inativou

95,8% das amostras, e em subconcentracdo inativou apenas 38,5% das amostras. No
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caso do quaternadrio de aménio, 100% das amostras foram inativadas nas duas

concentragdes usadas, nos primeiros 5 minutos de exposicao.

Bacilos Gram negativos e cocos Gram positivos resistentes a antibioticos sdo 0s
principais patogenos hospitalares, especialmente S. aureus resistente a meticilina e
Enterococcus resitente a vancomicina. Assim, Rutala et al. (2000) avaliaram a eficacia
de desinfetantes comerciais contra cepas padrdo de Staphylococcus aureus, Salmonella
choleraesuis, Escherichia coli O157:H, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus suscetivel e resistente a meticilina, Enterococcus suscetivel e resistente a
vancomicina. Seus resultados mostraram que ambos os tempos de contato, 30 segundos
e 5 minutos, inativaram quase completamente as suspensdes bacterianas, e obtiveram
evidéncias de que tanto Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Enterococcus
resistente a vancomicina quanto as linhagens suscetiveis a antibiéticos destes agentes,

sdo sensiveis aos desinfetantes utilizados, nas mesmas condigdes.

Wisplinghoff et al. (2007), confrontaram diferentes linhagens de Acinetobacter
spp. com produtos desinfetantes propanol, clorhexidina, triclosan e PVPI. No estudo
ndo houve variabilidade significativa na suscetibilidade aos desinfetantes entre as
linhagens relacionadas a surtos e as culturas esporadicas. Concluiram que todos
desinfetantes testados, se forem utilizados em concentra¢fes e tempos de contato fora
das recomendacdes dos fabricantes, perdem muito sua atividade antimicrobiana, pratica

que pode ocorrer e, portanto, desempenhar papel na transmissao cruzada de infeccdes.

Testes por concentracdo minima inibitéria tém sido utilizados para validar
solucdes desinfetantes antes do uso. Penna et al. (2001) confrontaram diversos tipos
bacterianos a desinfetantes. Neste experimento ndo foi avaliada a concentracdo
bactericida, no entanto a amplitude entre as concentracdes inibitorias frente as bactérias
usadas foram muito interessantes. Em 24 horas de contato, quaternario de amoénio
obteve acgdo inibitoria frente a bactérias Gram positivas e negativas em intervalos de 59
a 156 mg/L, o &lcool em concentragbes de 4,375 a 8,75% inibiu as populagdes
bacterianas. Para 0S mesmos microrganismos, &cido peracético precisou de

concentracgdes entre 2.310 a 18.500 mg/L, e iodo aquoso 6.250 a 50.000 mg/L.
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2.6.1 Avaliacdo da eficacia dos desinfetantes em superficies

Andrade et al. (2000) avaliaram as condi¢Ges microbioldgicas de colchdes em
hospital, antes e depois da desinfec¢cdo com solucdo detergente-desinfetante de fenol
sintético. Observou que houve manutencao da carga microbiana apos a desinfeccao, fato
que levou ao questionamento do procedimento de higienizacdo e tipo de desinfetante

empregado.

Igualmente Santos et al. (2007), avaliaram a contaminagdo microbiana, antes e
apos desinfeccdo, em mesas e pias de um hospital veterinario e observaram que algumas
contagens bacterianas aumentaram apds desinfeccdo. Atribuiram o fato a falhas no

procedimento de desinfeccdo, como diluicdo e tempo de contato incorretos.

Resultados de Kunigk e Almeida (2001), avaliando &cido peracético em duas
situacdes, suspensdo e corpo de prova, frente a Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, mostraram que em teste de suspensdo S. aureus é mais resistente do que E. coli.
Em teste com corpo de prova em aco inoxidavel, o tempo necessario para proporcionar
igual reducdo da carga de S. aureus a obtida em teste de suspensdo, foi trés vezes maior.
Fato que indica como a adesdo as superficies, principalmente em suas irregularidades,
influencia na acdo do desinfetante.

2.7 Riscos de transmissibilidade

Mesmo o ambiente ocupando papel secundario na transmissdo das infecgdes
hospitalares, quando consideramos o Acinetobacter sp., por exemplo, o ambiente pode
ser fonte deste agente. Pacientes infectados ou colonizados também podem transmitir

esta bactéria a outros pacientes, funcionarios e superficies (PORTO ALEGRE, 2007).

O Centers for Disease Control and Prevention - CDC (2003) também ressalta
como os pacientes e profissionais de saude podem contribuir significativamente para
contaminacdo ambiental de superficies com Acinetobacter spp., Enterobacter spp. e

outros microrganismos. Informa que em alguns estudos, Acinetobacter spp. foi
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detectado em superficies situadas proximo a pacientes colonizados ou infectados, como
pias, colchdes, pisos, telefones entre outras. Contaminacfes problematicas, pois

freqlientemente estas superficies sdo tocadas pelas maos.

Para Pannuti (1997), as superficies contaminadas de ambientes hospitalares
humanos podem desempenhar papel importante na transmissdo de microrganismos.
Destaca a transmissdo de Clostridium difficile, eliminado por pacientes com diarréia,
onde na fase esporulada pode permanecer por longos periodos no ambiente favorecendo

sua disseminacdo, principalmente pelas méaos dos profissionais de saude.

Outro microrganismo importante é Staphylococcus aureus, que ha muitas
décadas é o principal causador de infeccbes hospitalares. O modo mais comum de
introdugdo de MRSA em hospitais é através da entrada de um paciente colonizado ou
infectado, que atua como reservatdrio. A introducao através de um profissional de satde
disseminando diretamente 0 MRSA é menos comum. Com a descoberta de antibi6ticos
contra S. aureus, houve um relaxamento em relacdo as medidas bésicas de higiene
hospitalar, que persistem até hoje. Valendo-se deste relaxamento das medidas
preventivas, dos mecanismos de resisténcia e de sua grande facilidade de disseminacao
nos hospitais, colonizam e infectam indmeros pacientes até a atualidade
(MARANGONI, 1997).

Ademais, temos algumas espécies de Staphylococcus que sdo encontradas
principalmente em animais e sdo reconhecidas como patdgenos veterinarios. Por
exemplo, o S. intermedius, também caracterizado como coagulase-positiva, isolado a
partir de varios tipos de infeccdes em cdes, como cutaneas e no trato reprodutivo.
Humanos podem se tornar colonizados ou infectados por esta bactéria, pelo contato
préximo com os animais ou acidentalmente (KONEMAN et al., 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacdo dos microrganismos

Utilizou-se para identificacdo dos microrganismos, algumas provas bioquimicas

citadas em Koneman et. al., (1997) e Brasil (2004), como abaixo indicadas.

3.1.1 Coco Gram positivo

Para identificacdo deste grupo de bactérias foram observados o arranjo
microscopico das col6nias, atraves da coloracdo de Gram, aspectos macroscopicos e
producdo de hemdlise em agar sangue. A seguir, realizou-se o teste de catalase para
verificar a decomposi¢do do peroxido de hidrogénio. A partir do resultado desta,
selecionaram-se demais provas pertinentes, a saber: teste da tira oxidase, hidrélise da
bile esculina, tolerancia a NaCl 6,5%, sensibilidade a bacitracina e teste da coagulase

em tubo. A seguir sucintamente definem-se as provas.

3.1.1.1 Teste da oxidase

Verificar a presenca da enzima citocromo C oxidase, que participa do processo
da respiracdo celular. A reacdo positiva se da, em poucos segundos, pelo enegrecimento

da tira utilizada no teste.

3.1.1.2 Hidrolise da esculina

A hidrélise da esculina reagira com citrato férrico que ird provocar o

enegrecimento do meio. Incubagdo 35°C/48 horas.
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3.1.1.3 Tolerancia a NaCl 6,5%

Observar se a bactéria cresce no caldo TSB, tolerando a concentracdo de cloreto
de sodio 6,5%. Incubacdo 45°C/48 horas.

3.1.1.4 Sensibilidade a bacitracina

Observar se ha ou ndo sensibilidade ao antibiotico, através de antibiograma.

3.1.1.5 Coagulase em tubo

Baseia-se na presenca da coagulase livre que reage com um fator plasmatico,
formando um complexo que atua sobre o fibrinogénio do plasma, desenvolvendo

coagulo dentro de 24 horas em 35°C.

3.1.2 Bacilo Gram positivo

Inicialmente observou-se a formacdo de endosporos pela coloracdo de Gram, e a
producdo de hemdlise em agar sangue. A seguir foram realizadas as provas de reacdo da
lecitinase, fermentacdo do manitol, motilidade, reducdo do nitrato, decomposi¢édo da

tirosina e crescimento rizoidal.
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3.1.2.1 Reacdo da lecitinase

Em agar manitol gema de ovo polimixina (MYP), deve-se observar se ha
hidrolise da lecitina, através da formacgédo de um precipitado branco ao redor da coldnia

formada. Incubacdo 30°C/48 horas.

3.1.2.2 Fermentacao do manitol

Em agar manitol gema de ovo polimixina (MYP), deve-se observar se ha
fermentacdo do manitol, que pela producdo de produtos acidos sdo formadas col6nias

amarelas. Incubagdo 30°C/48 horas.

3.1.2.3 Motilidade

Em meio semi-sélido, motilidade Bacillus cereus, deve-se observar se ha

crescimento difuso ou apenas na linha da picada. Incubacéo 30°C/24 horas.

3.1.2.4 Reducéo do nitrato

Em caldo nitrato, deve-se verificar a capacidade de reduzir o nitrato a nitrito ou
nitrogénio livre. Apos incubacdo, 35°C/48 horas, adicionar algumas gotas do reagente A
(sol. Acido sulfanilico) e reagente B (sol. Alfa naftol), e observar o desenvolvimento de

uma coloragéo résea avermelhada para reagéo positiva.
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3.1.2.5 Decomposicéo da tirosina

Observar se ha desenvolvimento de uma zona clara de decomposicdo e

dissolucdo dos cristais de tirosina, na regido do indculo. Incubacao 35°C/72 horas.

3.1.2.6 Crescimento rizoidal

Em &gar nutriente, observar se a colénia apresenta crescimento além do ponto de

inoculacdo, como raizes. Incubacdo 30°C/48 horas.

3.1.3 Bacilo Gram negativo

Ap0s coloracdo de Gram, a partir das coldnias desenvolvidas em &gar sangue,
seguiu-se com semeadura em agar MacConkey, TSI e teste da oxidase. Observado as
reacOes, as coldnias foram submetidas a provas bioquimicas descritas abaixo. Cultura de
Acinetobacter iwoffii e um BGN ndo fermentador, apresentaram reacdes inertes as
provas adotadas, entéo estas foram encaminhadas ao laboratdrio central do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, para identificacdo por sistema automatizado Vitek 2 compact -

Biomérieux®.

3.1.3.1 TSI (agar triplice agucar ferro)

Verificar a fermentacdo dos carboidratos glicose, lactose e sacarose, produzindo
acido com ou sem gés, e se ha producgéo de sulfeto de hidrogénio durante o crescimento.
Incubacdo 35°C/24 horas.
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3.1.3.2 LIA (agar ferro lisina)

Verificar se a bactéria produz lisina descarboxilase, sua presenca promove uma
reacao alcalina, tornando 0 meio roxo. Também, neste meio, pode ocorrer a producédo de

sulfeto de hidrogénio. Incubacéo 35°C/48 horas.

3.1.3.3 Citrato

Verificar a capacidade de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono para
crescimento. A reacdo € realizada a 35°C por até quatro dias, ocorrendo viragem

alcalina do indicador alterando o meio de verde para azul, é considerada positiva.

3.1.3.4 Ornitina

Verificar a descarboxila¢do da ornitina para putrescina, que provoca aumento de
pH e a cor roxa do meio vira um roxo desbotado, quando positivo. A reacdo é observada
a 35°C/24 horas.

3.1.3.5 Malonato

Verificar a capacidade de utilizar o malonato de sédio como fonte de carbono
para crescimento. O resultado positivo € observado pela alcalinizagdo do caldo, virando
de verde para azul. Incubacao 35°C/48 horas.
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3.1.3.6 Fenilalanina

Verificar se a bactéria € capaz de desaminar o aminoacido fenilalanina,
formando acido fenilpirdvico. Apos incubacdo 35°C/24 horas, adicionar sobre a cultura
algumas gotas de cloreto férrico 10% e observar se ha desenvolvimento de cor verde,

em poucos minutos, indicando teste positivo.

3.1.3.7 Uréia

Verificar se a bactéria produz a enzima urease, responsavel pela decomposicédo
da uréia em amdnia. Apos incubacdo 35°C até seis dias, observar se ha viragem alcalina
do indicador, alterando a cor do meio amarelo alaranjado para rosa, indicando reagéo

positiva.

3.1.3.8 Cetrimide

Meio seletivo para isolamento de Pseudomonas aeruginosa. Em sua composicao
contém cetrimide, um quaternario de amoénio, que inibe o crescimento de muitas

bactérias, inclusive outras espécies de Pseudomonas. Incubacédo 35°C/48 horas.

3.1.3.9 Motilidade

Em meio semi-sélido, SIM, deve-se observar se ha crescimento difuso ou apenas

na linha da picada. Incubacdo 35°C/24 horas.
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3.1.3.10 Indol

Verificar se a bactéria é capaz de desaminar o aminoacido triptofano. O indol
liberado para o meio de cultura é detectado pela reagdo com o reagente Kovacs, que

forma um anel vermelho na superficie do meio de cultura SIM.

3.1.4 Leveduras

Foi observado a morfologia macroscopica, como cor e textura das colbnias
desenvolvidas em &gar batata dextrose pH 3,5, e a morfologia microscopica, incluindo
pseudo-hifas e blastoconidios. Reconhecido estas caracteristicas, a cultura foi
encaminhada para o setor de micologia da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre,
para identificacdo através de testes bioquimicos pelo sistema semi-automatizado ID 32C

— Biomérieux.®.

3.2 Teste de eficacia frente aos microrganismos

As densidades microbianas dos trés pools formados ap6s 24 horas de incubacéo
em caldo BHI (Difco®) foram, respectivamente, de 10°, 10'°, 10'> UFC/mL e de 10°
UFC/mL para cultura de levedura apds trés dias de incubacdo em caldo Sabouraud
(Difco®).

Os desinfetantes foram testados em trés concentracdes, a saber, acido peracético
e iodoforo a 25, 50 e 100 mg/L, hipoclorito de sddio, quaternario de aménio e fenol
sintético a 250, 500 e 1.000 mg/L, clorhexidina a 1.250, 2.500 e 5.000 mg/L, e alcool a
60, 70 e 90° GL. (Brasil, 1994; CDC, 2008)

Para o teste, utilizou-se o método de diluicdo (BRASIL, 1993) onde uma
aliquota de 0,1 ml da diluigdo 1:100 de cada pool bacteriano e cultura de levedura foi

adicionada, isoladamente, as concentragdes pre-estabelecidas dos desinfetantes. Apos 0s
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tempos de contato 1, 5 e 10 minutos repicou-se uma alcada de 10 microlitros, em
duplicata, para tubos de ensaio com caldo BHI (Difco®) acrescido de inativadores
polissorbato 80 a 3%, I-histidina 0,1% e lecitina 0,3% (BRITISH STANDARD, 2005) e
caldo Sabouraud (Difco®), com 0s mesmos inativadores. Suscedeu-se com a incubagéo
por periodo de 96 horas a 35°C para bactérias e 25°C para levedura. Ao término do
periodo de incubacdo, os resultados foram lidos pela presenca ou ndo de turvacdo,
indicando crescimento (microrganismos ativos) ou auséncia de crescimento
(microrganismos inativados) respectivamente. Todos os tubos com turvagdo foram

confirmados em agar sangue (Laborclin®) e agar batata dextrose pH 3,5 (Laborclin®).
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Capacidade de inativacao de desinfetantes sobre microrganismos isolados de
superficies fixas em areas criticas de um hospital veterinario de ensino

Gonzalez, Nestor Hugo?! e Avancini, César Augusto Marchionatti?

1Bidlogo; Mestrando do Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Veterinarias —
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

2professor Associado do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (/FAVET —
PPGCV - UFRGS)

RESUMO

Superficies fixas contaminadas de hospitais de clinicas veterinarias podem servir como
fonte de contaminagdo por microrganismos potencialmente patogénicos comuns entre
animais e seres humanos, promovendo riscos de infeccdes nosocomiais tanto para 0s
pacientes quanto para os profissionais, estudantes e trabalhadores em salde veterinaria.
Com a finalidade de controle dessa microbiota transmissivel, procedimentos sanitarios
de desinfeccdo e descontaminacdo sdo prescritos para serem adotados no ambiente. O
presente estudo teve como objetivos isolar e identificar a microbiota presente em
superficies fixas de éareas criticas do setor de pequenos animais de um hospital
veterinario de ensino, e verificar a acdo de inativacdo de grupos quimicos desinfetantes
sobre estes microrganismos. Com swabs rolados sobre a superficie de mesas inox de
contato com 0s pacientes, nos setores de atendimento clinico ambulatorial, de
internados, de fluidoterapia, de cirurgia e de pré-operatorio, foram isolados
Staphylococcus spp. coagulase (+) e (-), Sphingomonas paucimobilis, Streptococcus sp.
(ndo grupo D), Enterobacter sp., Acinetobacter iwoffii, Bacillus cereus, Pseudomonas
sp., Micrococcus sp., Enterococcus sp., Cocobacilo ndo fermentador, Bacillus sp.,
Citrobacter sp. e Candida guilliermondii. Foi avaliada a capacidade de inativagdo dos
desinfetantes acido peracético, iodéforo, hipoclorito de sodio, quaternario de aménio,
fenol sintético, clorhexidina e &lcool. O método utilizado foi o de diluicdo, pela técnica
de suspensdo microbiana composta por trés pools de bactérias (um por dia de coleta ) e
uma cultura de levedura, em trés concentragdes dos desinfetantes nos tempos de contato
1, 5 e 10 minutos. Os pools eram suspensos na solucdo desinfetante, e identificados os
sobreviventes. Observou-se que 0 &cido peracético, nas concentragdes 25 e 50 mg/L em
10 minutos de contato ndo inativou Staphylococcus spp. e Candida guilliermondii, e em
100 mg/L precisou mais de 5 minutos para inativa-los. O iodéforo, em 25 mg/L
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precisou de mais de 1 minuto para inativar Staphylococcus spp., e 10 minutos ndo foram
suficientes para inativar Bacillus sp. Mesmo em 100 mg/L, necessitou mais de 1
minuto para inativar Staphylococcus spp. O hipoclorito, na concentragdo 250 mg/L, em
1 minuto de contato ndo inativou Bacillus sp. e precisou de 10 minutos para inativar
Candida guilliermondii. Frente a essa levedura, mesmo em 1.000 mg/L o hipoclorito de
sodio precisou de tempo maior a 1 minuto para inativa-la. Os demais desinfetantes
(quaterndrio de amédnio, fenol sintético, clorhexidina e &lcool), nas menores
concentracdes e tempos de contato, inativaram todos 0s microrganismos. Concluiu-se
que nas superficies de todos os ambientes hospitalares, puderam ser isolados
microrganismos. Os testes in vitro evidenciaram que todos 0S grupos quimicos
avaliados podem ser usados para inativar os isolados, mas que os fatores testados:
género e espécie microbiana, concentracGes e tempos de contato, interferiram na
capacidade desinfetante.

Palavras-chave: desinfetantes, superficies fixas, hospital veterinario.

INTRODUCAO

A infec¢cdo nosocomial € aquela que ocorre tendo como local de contaminacdo o
ambiente hospitalar. No ambiente hospitalar veterinario, a proximidade dos
profissionais e trabalhadores de servigos de saude animal com os animais doentes,
oferece condicgdes favoraveis para a transmissdo de microrganismos pelo contato direto,
através de secregdes ou fluidos organicos, por exemplo, ou indiretamente através de
utensilios e superficies inanimadas de contato. A via oposta de transmissdo, ou seja, do
humano para o animal igualmente pode acontecer nas mesmas condi¢oes.

As superficies fixas hospitalares sdo aquelas superficies inanimadas de grande
extensdo, tais como pisos, paredes, mobiliarios etc. (BRASIL, 2007). Estas superficies
sdo classificadas como ndo criticas (classificacdo de Spaulding), ou seja, apresentam
baixo risco de transmissdo de patdégenos aos pacientes, quando em contato com a pele
integra, pois esta € uma importante barreira de protecdo. No entanto, quando essas
superficies estdo em areas criticas, na qual existe o0 risco aumentado para o
desenvolvimento de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude, os fatores relacionados
com a possibilidade de infeccdo sdo maiores. Ainda que estas superficies nao
impliguem diretamente na transmissdo de doencgas, elas podem contribuir
potencialmente para a transmissdo cruzada, principalmente pelo contato das maos dos
profissionais de salde com objetos invasivos, com 0s pacientes e superficies ou vice
versa (RUTALA e WEBER, 2001).
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Carvalho et al. (2007) reforcam essa idéia, observando que a contaminacao
microbiana em superficies, tocadas pelas mé&os, em ambientes hospitalares,
freqlientemente sdo vistas como possiveis fontes de infeccfes. Como exemplo,
investigacao realizada em piso, grade, maganeta de porta e mesa de cabeceira de 26 alas
com pacientes humanos infectados com S. aureus e 26 alas de pacientes ndo infectados,
constataram que aproximadamente 50% de todos os locais estavam contaminados por
essa bactéria.

Na prevencédo e no controle das infecgGes nosocomiais que tém como fonte de
infeccdo 0 ambiente/superficies dos hospitais, entre outros procedimentos, é indicada a
adocdo de protocolos de higienizacdo. Estes sdo compostos por duas etapas: a limpeza e
a desinfeccdo. A primeira refere-se a remocdo de sujidades e matéria organica, e a
segunda a acdo direta sobre os microrganismos (ROMAO, 1998).

Compreende-se por desinfeccdo a destruicdo de patdgenos e outros
microrganismos, mas ndo necessariamente todas as formas microbianas, em superficies
inanimadas. Em consequéncia deste procedimento, tem-se a diminui¢do ou eliminacao
de riscos de transmissdo de doengas (CDC, 2008; RUTALA et al., 2000). Diminuir ou
eliminar a carga microbiana presente nas superficies ndo é tarefa simples (Andrade et al.
2000; Santos et al. 2007), sendo para tanto imprescindivel a escolha certa do agente
desinfetante, além de capacitacdo de pessoal enfatizando as condicdes de uso conforme
grau de risco.

O presente estudo teve como objetivos isolar e identificar a microbiota presente
em superficies fixas (mesas inox) de areas criticas do setor de pequenos animais de um
hospital veterindrio de ensino, e verificar a acdo de inativacdo de grupos quimicos

desinfetantes sobre estes microrganismos.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e identificagdo dos microrganismos

Foram realizadas trés coletas (meses sucessivos) em superficies fixas de areas
criticas, do setor de pequenos animais em hospital de clinicas veterinarias de institui¢do
de ensino superior. Foram escolhidas superficies de mesas inox de contato com o0s
pacientes, nos setores de atendimento clinico-ambulatorial, no de animais internados, no

de fluidoterapia e no de cirurgia, totalizando quinze amostras. Considerou-se para
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escolha dos locais, aqueles que representam maiores riscos de transmissdo de
microrganismos aos médicos veterinarios, estudantes e trabalhadores, ou seja, onde
rotineiramente existe a presenga de pacientes (ROZA et al., 2003). As coletas foram
realizadas no final da tarde, sem interferir na rotina de higienizacdo adotada na
instituicao.

Foram usados swabs umedecidos em 4&gua peptonada, acrescida de
neutralizantes, a saber, 3% de polissorbato 80, 0,1% de I-histidina e 0,3% de lecitina
(BRITISH STANDARD, 2005) incorporados para neutralizar o residuo de desinfetantes
na retirada da amostra da superficie. Os swabs foram rolados em movimento ziguezague
por toda superficie das mesas. No laboratoério, as amostras foram homogeneizadas em
agitador de tubos e aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para placa de agar sangue e
agar batata dextrose. As placas foram incubadas a 35° C/48 horas e 25° C/5 dias,
respectivamente. Apos o periodo de incubacdo, as colénias foram identificadas através
da coloracdo de Gram, caracteristicas macroscopicas e provas bioquimicas utilizadas
para identificacdo de microrganismos de importancia clinica, recomendadas por Brasil,
(2004) e Koneman et al., (1997). Todo material utilizado para crescimento e
identificacdo dos microrganismos foram do fabricante Laborclin®.

Para os testes, repicava-se uma coldnia de cada isolado bacteriano distinto para
caldo BHI (Difco®) e uma cultura de levedura em caldo Sabouraud (Difco®). Assim,
foram organizados os pools de microrganismos (um por dia de coleta e um pela
levedura) com densidades microbianas em 24 horas de incubacéo de 10%, 10% e 10"

UFC/mL para bactérias, e 10° UFC/mL em 72 horas de incubacéo para levedura.
Desinfetantes e teste de eficacia

Cada desinfetante foi avaliado em trés concentracdes. Acido peracético e
iodoforo a 25, 50 e 100 mg/L, hipoclorito de sddio, quaternario de aménio (cloreto de
cetil trimetil aménio) e fenol sintético (orto-fenilfenol, orto-benzil paraclorofenol, para-
terciario amifenol) a 250, 500 e 1.000 mg/L, clorhexidina (digluconato de clorhexidina)
a 1.250, 2.500 e 5.000 mg/L, e alcool 60, 70 e 90° GL (BRASIL, 1994; CDC, 2008).

Utilizou-se 0 método de diluicdo e teste de suspensdo (BRASIL, 1993). Em
tubos com 10 mL das concentracdes dos desinfetantes eram acrescidos 0,1 mL da
suspensdo de pool microbiano da diluicdo logaritmica 10 Os tempos de contato foram

de 1, 5 e 10 minutos, quando uma algada (10 microlitros) de cada concentragéo era
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transferida, em duplicata, para tubos contendo 3,0 mL de caldo BHI (Difco®) ou caldo
Sabouraud (Difco®) acrescidos dos mesmos neutralizantes informados. Em seguida, 0s
tubos eram incubados em temperatura e periodo apropriados.

Os resultados foram lidos como tubo sem turvacgdo/sedimentagéo/crescimento
(microrganismos inativados) e com turvacdo/sedimentacao/crescimento
(microrganismos viaveis/ativos). Realizou-se a identificacdo microbiana naqueles tubos

que desenvolveram turvacdo ou sedimentacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microrganismos isolados

No total das coletas, houve 28 microrganismos isolados. Foram isolados
bactérias em todas as superficies amostradas, e somente uma apresentou contaminacao
por levedura (Tabela 1). Staphylococcus coagulase negativa teve maior frequéncia com
32,14% de ocorréncia entre os isolados, seguido por Staphylococcus coagulase positiva
com 25%. Na identificacdo dos Staphylococcus adotou-se o teste de coagulase, por ser
conhecido o potencial patogénico, tanto para humanos quanto animais, dos coagulase
positiva. O estudo de Andrade et al. (1991), pesquisando a microbiota de ambiente
hospitalar veterinario, detectou também com maior freqiiéncia essas bactérias (além do
Enterobacter sp.), tendo esse fato sido explicado por serem integrantes com grande
ocorréncia na microbiota normal na pele de humanos e animais, sendo assim
dispersados em maior quantidade.

Os demais doze microrganismos identificados corresponderam a 42,86% do
total, tendo cada um sido isolados uma unica vez.

As provas bioquimicas utilizadas, propostas por Brasil (1994) e Koneman et al.
(1997) foram suficientes para identificagdo de quase todos isolados bacterianos.
Excecdes, Acinetobacter iwoffi, que se mostrou inerte as provas, foi identificado pelo
método automatizado Vitek 2 compact — Biomérieux®. Outro cocobacilo, identificado
como nao fermentador, isolado na mesa cirlrgica, também apresentou resultado
insatisfatério as provas bioquimicas testadas, mesmo em sistema automatizado,
provavelmente por ser uma bactéria com perfil ndo catalogado no sistema. J& para
levedura, a partir das colonias desenvolvidas em agar batata dextrose pH 3,5,

reconheceu-se caracteristicas macro e microscopicas tipicas e encaminhou-se para
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identificacdo por método semi-automatizado 1D 32C — Biomérieux®, muito utilizado em
laboratdrios que necessitam de uma identificacéo rapida e relativamente precisa, visto o

namero de provas.

Tabela 1. Microrganismos isolados em superficies fixas (mesas de aco inox) de &reas criticas

de hospital veterinario de ensino.

Local

Microrganismo

Coleta 1
Mesa de procedimentos em internados

Mesa do pré-operatério
Mesa da fluidoterapia
Mesa cirirgica

Mesa de atendimento clinico

Pool 1
Staphylococcus coagulase (+) e (-)

Staphylococcus coagulase (-)

Staphylococcus coagulase (-)

Acinetobacter iwoffii

Staphylococcus coagulase (+), Sphingomonas
paucimobilis, Streptococcus ndo grupo D,
Enterobacter sp.

Coleta 2

Pool 2

Mesas (duas) de procedimentos em internados

Mesa do pré-operatorio
Mesa da fluidoterapia
Mesa cirlrgica

Mesa de atendimento clinico

Staphylococcus coagulase (+) e (),
Micrococcus sp.; Staphylococcus coagulase
(+) e (-), Candida guilliermondii
Staphylococcus coagulase (+) e (-)
Enterococcus sp.

Cocobacilo ndo fermentador
Staphylococcus coagulase (+), Bacillus

cereus, Pseudomonas sp.

Coleta 3

Pool 3

Mesa de procedimentos em internados
Mesa da fluidoterapia
Mesa cirlrgica

Mesa de atendimento clinico

Bacillus sp., Citrobacter sp.
Staphylococcus coagulase (-)
Staphylococcus coagulase (-)

Staphylococcus coagulase (+) e (-)

Nas mesas cirargicas isolaram-se cepas de Acinetobacter iwoffii, Staphylococcus

coagulase negativa e um cocobacilo ndo fermentador. A presenca de Acinetobacter
neste local onde o paciente esta debilitado e submetido a procedimentos invasivos é
preocupante, como pbde ser verificado no surto de infec¢bes hospitalares, em humanos,
ocorrido no periodo de 2007-2008 em hospitais do municipio de Porto
Alegre/RS/Brasil, por bactéria deste género, multiresistente, que esteve implicada em 32
mortes (PORTO ALEGRE, 2008).
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Os indices de isolamento de Staphylococcus spp. nas superficies fixas das areas
criticas, merecem preocupacao, posto que a presenca destes em ambientes hospitalares é
indesejavel. Os Staphylococcus spp. sdo amplamente distribuidos na natureza e fazem
parte da microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos e aves (MESQUITA et al.,
2006), sendo o Staphylococcus aureus considerado um dos principais patdgenos
humanos, encontrado em um largo espectro de doencas, desde lesdes superficiais até
severas infeccOes sistémicas, principalmente em pacientes imunodeprimidos.

Surto por Staphylococcus, relatado por Seguin et al. (1999) ocorrido com
cavalos em hospital veterinario, teve a origem humana como provavel fonte de infeccéo
visto que os animais infectados vieram de diferentes localidades, periodos e sem
aparente infeccéo estafiloccica no momento da entrada ao hospital. A via oposta de
transmisséo, ou seja, do animal para humano igualmente pode acontecer, como casos de
dermatite infecciosa por Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) que
acometeu profissionais que cuidaram de um potro doente, e supostamente foram
infectados por este animal (WEESE et al., 2006).

Com menor presenca, encontramos bactérias pertencentes a microbiota normal
do sistema digestivo de humanos e animais, microrganismos considerados oportunistas
e normalmente associados a infeccdes enddgenas. Sidjabat et al. (2007) isolaram
Enterobacter spp., resistente a antibi6ticos, em dez cdes que apresentavam infeccgdes.
Como até aquele momento ndo se havia relatado Enterobacter com este perfil de
resisténcia, 0s autores supdem provavel a rota de transmissdo humano-cdo, e
consideram a presenca desta bactéria resistente, no ambiente hospitalar veterinario, um
grande risco para novas infeccdes aos pacientes. Também linhagens de Enterococcus
resistentes a vancomicina foram isoladas tanto de animais de estimagdo como em
animais de producdo, em amostras de intestino e fezes (DEVRIESE et al. 1996).

Outro isolado comensal da microbiota animal é Candida guilliermondii,
levedura oportunista que pode causar infec¢cbes em pacientes debilitados, como o caso
de candidiase cutanea descrito por Mueller et al. (2002), em um céo apds procedimento

cirurgico.

Atividade dos desinfetantes

As observacOes realizadas no hospital de clinicas veterinarias evidenciaram,

através de entrevista e visualizagdes, que o principal procedimento de higienizacao
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adotado rotineiramente nas superficies fixas (mesas inox), é o de descontaminacéo. Esse
procedimento ndo é o mesmo que desinfeccdo, etapa da higienizacdo que deve ser
realizada ap6s a limpeza. O termo € usado para descrever um processo de tratamento de
artigos médicos, instrumentos ou superficies, tornando-os mais seguros para 0 manuseio
ou contato (FAVERO e BOND, 1992). Para a descontaminacdo podem ser usados
produtos quimicos desinfetantes, esterilizacao fisica ou simplesmente agua e detergente.

A descontaminacdo € executada nos artigos médicos e superficies
potencialmente ou sabidamente contaminados, mesmo na presenca de matéria organica
como sangue, pus, gordura, etc., e pode ser feita, por exemplo, pela imersdo completa
do artigp em solucdo desinfetante, em maquinas lavadoras sanitizadoras,
termosanitizadoras ou similares, ou friccdo auxiliada por esponja, escova, pano
(BRASIL, 1994). No hospital veterinario observado, ela é executada pelos medicos
veterinarios e pelos estudantes, e consiste, na maior parte das vezes, na friccdo das
superficies mesas inox com uso de algoddo embebido nos produtos alcool iodado 1%,
peroxido de hidrogénio 10V e alcool etilico 92,8-96° GL. O procedimento ndo segue um
protocolo rigido, sendo também usado alcool glicerinado 70% e hipoclorito de sédio em
concentracdo nao informada, nas mesas do bloco cirdrgico.

Dada a importancia das superficies fixas na epidemiologia das infecgdes
hospitalares, encontrou-se poucos estudos sobre monitoramento microbiolégico e de
higienizacdo realizados em ambientes hospitalares veterinarios. Como exemplo, Santos
et al. (2010) isolaram em hospital veterinario as bactérias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter
agglomerans e Arcanobacterium pyogenes, tendo algumas inclusive apresentando perfil
de multiresisténcia aos antibidticos testados. Mas constataram que as contagens
bacterianas reduziram-se a zero, ap6s desinfeccdo in loco com alcool 70% e quaternario
de amodnio 3,5%. Quando estudos in vitro, os resultados no teste de eficacia dos
desinfetantes mostraram influéncia dos tempos de contato utilizados, pois o alcool 70%
foi ineficaz contra Enterobacter agglomerans e Staphylococcus epidermidis durante 30
segundos de contato, 0 quaternario de aménio 3,5% néo inativou Escherichia coli até 5
minutos e Pseudomonas aeruginosa em 30 segundos, e o hipoclorito de sédio (em
concentra¢do ndo informada) foi ineficaz contra todos isolados até os 20 minutos de
contato.

Em nossa investigacdo, obteve-se a inativacdo de todas as bactérias e levedura

isoladas nas superficies do hospital em estudo, quando confrontados com os grupos
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quimicos desinfetantes clorhexidina, quaternario de amonio, fenol sintético e alcool
etilico. Mesmo estando viaveis nas superficies fixas, quando confrontados in vitro a
inativacdo ocorreu nas menores concentragdes e tempos de contato usados. Como
observagdo, mesmo que ocasionalmente usado no hospital, optou-se por ndo avaliar a
atividade do desinfetante peroxido de hidrogénio por ndo ser indicado o uso na
desinfeccdo de rotina das superficies fixas hospitalares (BRASIL, 1988).

Tabela 2. Concentracdo, tempo de contato e capacidade de inativacdo de desinfetantes, sobre

microrganismos isolados em superficies fixas (mesas de aco inox) de areas criticas de hospital
veterinario de ensino.

Desinfetante Conc(mg/L) TC Pooll Pool2 Pool 3 Levedura

(min)
Acido 25 1 NI NI NI NI
Peracético 5 NI NI NI NI
10 NI NI NI NI
50 1 NI NI NI NI
5 NI NI NI NI
10 | | NI NI
100 1 NI NI NI NI
5 | | NI NI
10 | | | |
lodoforo 25 1 NI I NI |
5 | | NI |
10 | | NI |
50 1 NI | NI |
5 | | NI |
10 | | | |
100 1 NI | | |
5 | | | |
10 | | | |
Hipoclorito 250 1 I I NI NI
de sodio 5 I I | NI
10 | | | |
500 1 | | | NI
5 | | | |
10 | | | |
1000 1 | | | NI
5 | | | |
10 | | | |

Clorhexidina, Quaternario de aménio, Fenol sintético e Alcool etilico inativaram os pools
bacterianos e levedura, em todas concentrac@es e tempos de contato testados.

Pool: conjunto de bactérias por dia de amostragem das superficies; TC: tempo de contato; NI:
ndo inativou; I: inativou.

A mesma capacidade de inativagdo ndo ocorreu quando os isolados foram
confrontados com o 4cido peracético, o ioddforo e o hipoclorito de sodio (Tabela 2). A
literatura informa que diversas variaveis interferem na capacidade de inativacdo sobre

microrganismos como a resisténcia intrinseca ou induzida com relagdo ao grupo
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quimico, a concentracdo do desinfetante, o tempo de contato, a temperatura, a presenca
de matéria organica, o tipo de material a ser desinfetado, a biocarga sobre a superficie,
entre outros fatores que prejudicam o processo de desinfeccdo (WIEST, 1984; CDC,
2003; WHO, 2004).

Testando as varidveis concentracdo e tempo de contato, o &cido peracetico,
frente aos trés pools bacterianos e a cultura de levedura confrontados, apresentou
eficacia microbicida parcial, mesmo na maior concentracdo empregada. Em um dos
testes, Staphylococcus coagulase negativa sobreviveu ao &cido peracético a 25 mg/L,
por até 10 minutos de exposi¢cdo. Em outro, esse desinfetante a 100 mg/L, com 5
minutos de contato ndo inativou Staphylococcus coagulase positiva. Esse fato pode estar
relacionado com a variavel resisténcia intrinseca, ou mesmo adquirida, desses
microrganismos ao grupo quimico.

O mesmo fendbmeno ocorreu com o iodoforo, que ndo conseguiu inativar 0s

Staphylococcus no primeiro minuto de contato, nas trés concentracdes desafiadas.

Tabela 3. Microrganismos isolados em superficies fixas (mesas de ago inox) sobreviventes por
concentracdo dos desinfetantes e tempos de contato no teste de suspensao.

MICRO SCN SCP Enterobacter Bacillus Bacillus Candida

sp. cereus sp. guilliermondii
DES
mg/L min  min min min min min
Acido 25 10 10 1 1 5 10
peracético 50 5 10 - 1 5 10
100 1 5 - - - 5
lodd6foro 25 1 1 - - 10 -
50 1 - - - 5 -
100 1 - - - - -
Hipoclorito 250 - - - - 1 5
de sodio 500 - - - - - 1
1000 - - - 1

MICRO: microrganismo; DES: desinfetante; min: minuto; SCN:Staphylococcus coag (-); SCP:
Staphylococcus coag (+).

Na Tabela 3, podem ser observados os microrganismos sobreviventes ao
confronto com os desinfetantes. Dos seis bacilos Gram negativos isolados, somente
Enterobacter sp. ndo foi inativado na menor concentragdo de &cido peracetico,
conferindo assim, boa atividade dos desinfetantes a estes bacilos. Outros trabalhos
também descrevem que houve inativacdo de bacilos Gram negativos em baixas
concentracdes de &cido peracético, inclusive com presenca de matéria organica (KICH
et al. 2004; SOUZA et al. 2005).
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Simulando uma situacéo rotineira, Kunigk e Almeida (2001) contaminaram um
corpo de prova com Staphylococcus aureus e constataram que 40 mg/L de acido
peracético aplicados sobre este, precisa de tempo trés vezes maior que o teste feito em
suspensdo para obter a mesma acao antibacteriana. Porém, estudo realizado por Penna et
al. (2001) a concentracdo minima inibitoria para reduzirem mais de 6 log ap6s 24 horas
de contato sobre o mesmo género bacteriano foi de 4.620 mg/L.

Deve-se ter atencdo com concentragdes baixas dos desinfetantes. Borowsky et
al. (2006), avaliando a eficacia dos compostos quimicos iodofor e quaternério de
amonio frente 96 amostras de Salmonella typhimurium isoladas em conteudo entérico,
visceras e embutidos de origem suina, observaram que o iodofor, em subconcentracdo
em relacdo a recomendada, inativou apenas 38,5% das amostras mesmo com uma hora
de contato.

Para o hipoclorito de s6dio em concentracdo de 250 mg/L, foram necessarios 5
minutos para inativar Bacillus sp. e 10 minutos para Candida guilliermondii. Células de
leveduras naturalmente sobrevivem por mais tempo a cloragdo que bactérias (APHA,
2005). A Candida guilliermondii sobreviveu também a mais alta concentracdo testada
(1.000 mg/L) durante um minuto de contato, resultado preocupante, pois leveduras sao
formadoras de biofilme e segundo Théraud et al. (2004) nesta condicdo 0s
antimicrobianos perdem sua atividade.

Perante os resultados, observamos que as menores concentracdes de iodoforo e
acido peracético requerem aumento no seu tempo de contato. Fator relevante em
ambiente hospitalar, pois o tempo prolongado inviabiliza alguns desinfetantes, como
acido peracético que acaba volatizando naturalmente na superficie antes do periodo
estabelecido.

CONCLUSOES

Nas superficies (mesas inox) de todos os ambientes puderam ser isolados
microrganismos, muitos destes de importancia a saide humana e animal. Os testes in
vitro evidenciaram que todos os grupos quimicos avaliados podem ser usados para
inativar os isolados, mas que fatores testados género e especie microbiana,
concentragdes e tempos de contato interferiram na capacidade desinfetante.
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5 CONCLUSOES

As superficies fixas observadas apresentaram contaminagdo por microrganismos

de importancia a saude humana e animal;

Por fim, concluimos que nas condicdes de nosso experimento todos
desinfetantes foram eficazes, no entanto, as varidveis estudadas, tempo de contato,
concentracdo, principio ativo e tipo de microrganismo, devem ser levadas em

consideracdo, simultaneamente, no procedimento de desinfeccéo.
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APENDICE A

Tabela A. Concentracdo e tempo minimo testados, necessario para inativar 0s
microrganismos confrontados.

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Cultura levedura
Conc TC Conc TC Conc TC Conc TC
DESINFETANTE mg/L  min mg/L  min mg/L min mg/L min
lodéforo 25 5 25 1 50 10 25 1
100 1
Hipoclorito 250 1 250 1 250 5 250 10
de Sodio 500 5
Acido 50 10 50 10 100 10 100 10
Peracético 100 5 100 5
Clorhexidina  1.250 1 1.250 1 1.250 1 1.250 1
Quaternario 250 1 250 1 250 1 250 1
de Amoénio
Fenol sintético 250 1 250 1 250 1 250 1
Alcool (GL) 60 1 60 1 60 1 60 1

Conc: concentracdo minima para inativacdo; TC: tempo de contato minimo para
inativacao.



APENDICE B

Gréfico 1. Grupos de microrganismos isolados por local de amostragem.
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CGP: coco Gram positivo; BGN: bacilo Gram negativo; BGP: bacilo Gram positivo;
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ANEXO A — Laudo de Analise Acido Peracético

_~
< 0% Cromoline
A 4

Produto : ACIDO PERACETICO 17%
Quantidade : 50LT
Lote : 14298/07

CARACTERISTICAS

Acido Peracético
Aparéncia
Impurezas em suspensido
pHa 1%
Densidade a 25°C

Observacdes :

ESPECIFICAGOES

Min. 17,0 %
Solugdo Limpida
Isento
2,50 - 3,50
1,138 - 1,158

Data de Fabricacdo : 23/OUTUBRO /2007

Data de Validade : 23/OUTUBRO /2011

Quimico Responsavel : CRQ. n° 04450378 - 4° Regiao

Quimica Fina

Av. Dom Pedro I, 910 - Vila Conceigio
Cep. 02991-000 - Diadema SP
Tel. (11) 3382.9300
Fax. {11) 3382.9307
cromoline@cromoline.com.br

RESULTADO

17,01 %
De Acordo
Isento
2.96
1,148

Documento emitido eletronicamente sob responsabilidade do Controle de Qualidade.
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ANEXO B - Laudo de Analise lodo6foro

N

]

S 5 ™~
Porto alegre 8 julho, 2009

LAUDO DE ANALISE SEGUNDO ACS

PRODUTO: IODOFOR AQUOSO 2%

DATA DE FABRICACAO: 8/7/2009 LOTE: 266001G0810
ANALISADO EM: 8/7/2009 VALIDADE: 12 MESES

Produto resultante da dissolugao de PVPI em veiculo aquoso.

PROPRIEDADES

ASPECTO: Liquido escuro

COR: marrom

ODOR:  caracteristico

CONSERVACAO: Em frasco bem fechado. em local seco e arejado.

kah\m(&w

TOP GLASS IND. GOM. LTDA
CRQ 5'\egiao - 0:

Top Glass Ind. & Com. Ltda. CNPJ 00.585.002/0001-90 - Av. Protasio Alves, 5310 - B. Petropolis - Porto Alegre Cep.: 91 310-000

- RS -

F/Fax.: 513338 5340
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ANEXO C - Laudo de Anélise Hipoclorito de Sodio

1 recerti d. gundo norma ISO 9001:2008

DEPARTAMENTO DA GARANTIA DA QUALIDADE

LAUDO DE ANALISE

PRODUTO: HIPOCLORITO DE SODIO 4 - 6% PA
cob: 1019 LOTE: 0804086 FORMULA MOLECULAR: NaClO
CARACTERISTICA FiSICA: LIQUIDO MUI LEVEMENTE AMARELADO

ANALISE SEGUNDO ME0010/0344

ESPECIFICACAO :VETEC (ES0010/0346)
TESTES LIMITES RESULTADOS

TEOR 4-6% 6%

DATA DE APROVACAO/FABRICACAO: 06/2008 VALIDADE: 06/2010
OBS.: A VALIDADE DO PRODUTO E DADA MEDIANTE A ULTIMA DATA DE ANALISE/FABRICAGAO DO MESMO.

E e -~ s et

Carmen Licia M. H. de Carvalho
Gerente do Controle de Qualidade
C.R.Q.N" 03211584

ASSINATURA ELETRONICA VALIDADA
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ANEXO D - Laudo de Analise Quaternario de Amonio

Delaware

IMPORTADORA QUIMICA DELAWARE LTDA Documento: N° 36744/08

Data Emiss&o: 14/07/2008 Ordem de Fracionamento: 31748

Insumo QUATERNARIO DE AMONIO 50%
Formula Molecular Peso Molecular

Origem BRASIL Procedéncia BRASIL
Classe Terapéutica DCB

Lote Interno 110708 CAS 8030-78-2
Fabricante Lote Original 0508-206
Data Fabricagéo 09/05/2008 Data Validade 09/05/2010

Analises Fisico-Quimicas

Testes Especificagdes Resultados

*Aspecto (a 25 °C) Liquido incolor a levemente amarelado, De Acordo
odor caracteristico.
*pH (Solucéo aquosa a 10 %) 5,00 a 8,00 7,54
*Densidade Informativo 0,8824 g/ mL
Substancia Ativa 48,00 % a 52,00 % 49,22 %
Amina Livre Maximo 2,00 % 1,43 %
Amina Cloridrato Maximo 1,00 % 0,23 %
Os resultados presentes neste Certificado de Analise, tem seus valores restritos a este lote.
[Referéncia Bibliografica: Conforme literatura do fornecedor. -

Conservacgéo: Em recipientes herméticos, ao abrigo da luz, calor e umidade.

*Testes realizados em nosso laboratério de controle de qualidade.

KﬁQA«b\Af
Patricia de Lima

Analista
Controle de Qualidade

Mariana Brandalise
Farmaceéutica Responsavel
CRF-RS 12356

CONTROLE DE QUALIDADE

UA E f NE/FAX: (51) 3341 12 - P 91030-! - SANTA MARIA GORE PORTO ALEGRE - RS - BRAS
R MORRETES, 376 - FOI 2 341.08 CEP 91030-300 - SAN

3 O I- -

E-mail: vendas@delaware.com.br
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ANEXO E - Laudo de Analise Clorhexidina

Delaware
IMPORTADORA QUIMICA DELAWARE LTDA. CERTIFICADO DE ANALISE
Documento: N° 37749/08

Data Emiss&o: 08/12/2008 Ordem de Fracionamento: 32718

Insumo DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA SOLUGAO 20%

Férmula Molecular (C22H30N10Cl2).(CeH1207)2  Peso Molecular 897,77 (ANIDRO)
Origem BRASIL Procedéncia BRASIL

Classe Terapéutica ANTISEPTICO DCB 02437

Lote Interno 041208 CAS 18472-51-0

Fabricante NEOBRAX Lote Original 200809147

Data Fabricac&o 23/09/2008 Data Validade 23/09/2010

Anali Fisico-Quimi
Testes Especificagoes Resultados

& Liquido incolor a amarelo palha, limpido a ligeiramente

Aspecto opalescente, inodoro e de sabor amargo. Deacordo
*Solubilidade Miscivel em agua, soluvel em acetona e em etanol. De acordo
*Teor 19,0221.0% 20,11 %
*pH (direto) 55a7,0 5,60
*Densidade a 20 °C 1,060a 1,070 g/ mL 1,062 g/ mL
Ferro Maximo 20 ppm < 20 ppm

Os resultados presentes neste Certificado de Analise tem seus valores restritos a este lote.

[Referéncia Bibliografica: Conforme literatura do fornecedor.

[Conservacao: Em recipientes hermeéticos, ao abrigo da luz, calor e umidade.

*Testes realizados em nosso laboratério de controle de qualidade.

Patricia de Lima

Analista
Controle de Qualidade

Mariana Brandalise
Farmaceéutica Responsavel
CRF-RS 12356

CONTROLE DE QUALIDADE

RUA MORR - / 2
ETES, 376 - FONE/FAX: (51) 3341.0812 A‘CEP 91030-300 - SANTA MARIA GORETTI - PORTO ALEGRE - RS - BRASI
E-mail: vendas@delaware.com.br - .



ANEXO F — Laudo de Analise Alcool Etilico

wwwy. alphaguimica.com.br

CERTIFICADO DE ANALISE

PRODUTO: ALCOOL HIDRATADO ORIGEM: NACIONAL

NOME QUIMICO (DCB): ALCOOL ETILICO CAS: [64-17-5]

LOTE DO FABRICANTE: 009H LOTE INTERNO: M1682/09
DATA DE FABRICAGAO: 05/2009 DATA DE VENCIMENTO: 04/2010
REF. BIBLIOGRAFICA: FABRICANTE E USP XXVI.

TESTES

ESPECIFICAGOES RESULTADOS METODOS
Caracteristicas organolépticas*

Liquido volatil, limpido incolor com odor Conforme MAFQ n°® 048

caracteristico
Solubilidade*

Miscivel em agua e com praticamente todos Conforme MAFQ n°® 006
os solventes organicos.

Densidade a 15.56°C. g/ml* 0,812-0,816 0.814 MAFQ n°® 001
Teor alcodlico. GL°* 94,9-96.0 96 ALCOOMETRO
Identificagao B* Teste especifico Conforme RA n° 022
Acidez, ml de NaOH G.02N* Max. 0.9 0.6 RA n® 022
l.imites para residuos nao volateis, mg* Max. 1,00 0,3 RA n® 022
Substancias insoluveis em agua* Teste especifico Conforme RA n° 022
Aldeidos e outras subst. Organicas* Teste especifico Conforme RA n® 022
Substancias carbonizaveis, alcool ami- Teste especifico Conforme RA n® 022
lico & ndo volateis*
Metanol* Teste especifico Conforme RA n” 022
Teor alcéolico (peso). .LN.P.M. 926-938 92,8 -—
Condutividade Elétrica, uS/m Max. 500 215 =
Acidez (como &acido acética). mg/L Max. 30 <5
Suifato, mg/kg Max. 4 <1
Cobre. mg'kg - <0.07 -
Ferro. mg/kg Max. 5 <0,5 2
Sodio. mgikg Maéx. 2 <0,5 -

Condicgé de ar

Armazenar em temperatura ambiente e em local fresco e arejado.

APROVADO
DATA: 15/06/2009

RESPONSAVEL TECNICO: CARMEN ANTONIOLLI CRQ 5° REGIAQ N° 05302048

E& FORAN

CEEATTESUT 1 S RO ARASATE DMOISNE A ADSOLATII AL
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