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RESUMO

Ao longo de sua vida util, instrumentais cirdrgicos sdo submetidos a sucessivos ciclos
de contaminacdo e processamento. A presenca em areas de dificil acesso, como
serrilha e cremalheira, assim como a adocao de praticas inadequadas, durante a pré-
limpeza e a limpeza, pode dificultar a remocao de residuos a cada reuso, favorecendo
a formacao de biofilme. Amplamente isolados como contaminantes de instrumentais
cirdrgicos, apds o uso, Staphylococcus epidermidis sdo reconhecidos pela sua
capacidade de formar biofilme em diferentes superficies. Neste sentido, questiona-se:
como os métodos de limpeza manual e automatizada atuam na remocédo de S.
epidermidis aderido a superficie de instrumental cirdrgico submetido a contaminacao
experimental por diferentes intervalos? Objetivou-se comparar dois protocolos de
limpeza, manual e automatizada, quanto a capacidade de remocao de S. epidermidis
da superficie de instrumental cirdrgico submetido a diferentes intervalos de
contaminacgdo. Tratou-se de uma pesquisa experimental, realizada no Laboratorio de
Microbiologia Oral e Anaerébios do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG) e no centro de microscopia da UFMG. Foram
selecionadas pincas do tipo crile reta, para a analise de areas com diferentes desafios
ao processo de limpeza: superficie irregular (serrilha e cremalheira) e lisa (haste). Os
corpos de prova foram contaminados por imersdo em Triptical Soya Broth (TSB),
contendo 108 UFC/mL de uma amostra clinica de S. epidermidis. A aderéncia
bacteriana, logo ap6s a contaminacdo e a capacidade de remocdo desses
microrganismos, submetidos a limpeza manual ou automatizada, foram verificadas
depois de uma, duas, quatro, seis, oito e 12 horas. Os resultados foram avaliados por
meio de cultura microbiolégica e pela microscopia eletrénica de varredura (MEV). A
andlise dos resultados ocorreu pelo emprego de técnicas de estatistica descritiva e
analise de variancia (ANOVA) em nivel de confianca de 5%. No grupo submetido a
contaminacgao, a carga bacteriana apresentou aumento, ao longo do tempo, variando
entre 10'-10%2 UFC/cm? ap6s uma hora e 10* UFC/cm? em 12 horas. Verificou-se
aderéncia bacteriana, depois de uma hora, com a formacao de biofilme apds duas
horas e, em geral, um aumento na concentracdo de microrganismos nos tempos
subsequentes. A carga microbiana foi reduzida em 1-2 logio apés limpeza manual e
entre 1-3 logio depois de limpeza automatizada, sendo significativa (p<0,05) em todos
os fragmentos e tempos avaliados neste Ultimo grupo. A analise, por meio de MEV,
demostrou a permanéncia de biofilme apdés ambos os métodos. Em geral, fragmentos
de haste apresentaram menor carga microbiana, nos diferentes grupos avaliados,
sendo essa diferenca significativa (p<0,05) ao tempo de seis horas. Concluiu-se que
S. epidermidis apresentou a capacidade de aderéncia rapida levando a formacao de
biofiilme apdés duas horas de contato com o instrumental cirdrgico com carga
bacteriana de 102 UFC/cm?. A limpeza automatizada foi mais efetiva que a limpeza
manual, contudo nenhum dos métodos removeu o biofilme formado completamente.
As condicOes de pré-limpeza, bem como a presenca em areas de dificil acesso, como
cremalheira e serrilha, sdo fatores criticos a qualidade do processamento de
instrumentais cirdrgicos.

Palavras-chave: Biofilme. Infeccdo hospitalar. Instrumentais cirrgicos. Seguranca
do paciente. Infec¢do da ferida operatoria.



ABSTRACT

Surgical instruments are subjected to successive contamination and processing cycles
throughout their useful life. The presence of areas of difficult access, such as serration
and rack, as well as the adoption of improper practices during pre-cleaning and
cleaning, can make it difficult to remove residues after each use, favoring the formation
of biofilm. Widely isolated as contaminants of surgical instruments after use,
Staphylococcus epidermidis are recognized for their ability to form biofilm on different
surfaces. In this sense, the question is: how the manual and automated cleaning
methods perform on the removal of S. epidermidis adhered to the surface of surgical
instruments submitted to experimental contamination for different intervals? We aimed
at comparing two leaning protocols, manual and automated, regarding their capacity
for removing S. epidermidis from the surface of surgical instruments submitted to
different intervals of contamination. This was an experimental research conducted at
the Oral and Anaerobic Microbiology Laboratory, ICB/JUFMG and at the UFMG
microscopy center. Straight crile tweezers were selected to analyze areas with different
challenges to the cleaning process: uneven (serrated and rack) and smooth (rod)
surface. The specimens were contaminated by immersion in Triptical Soya Broth
(TSB), containing 106 CFU/mL of a clinical sample of S. epidermidis. The bacterial
adherence and the removal capacity of these microorganisms, submitted to manual or
automated cleaning, were verified after one, two, four, six, eight, and 12 hours. Results
were evaluated by microbiological culture and scanning electron microscopy (SEM).
The results were analyzed using descriptive statistics and analysis of variance
(ANOVA) techniques at a level of 5% confidence. In the group subjected to
contamination, the bacterial load increased over time, ranging from 10*-10? CFU/cm?
after one hour to 104 CFU/cm? within 12 hours. Bacterial adhesion was observed after
one hour, with the formation of biofilm after two hours, and, in general, an increase in
the concentration of microorganisms at subsequent times. The microbial load was
reduced by 1-2 logio after manual cleaning and between 1-3 logio after automated
cleaning and was considered significant (p<0.05) in all fragments and times evaluated
in the last group. SEM analysis showed the permanence of biofilm after using both
methods. In general, rod fragments presented lower microbial load during the
evaluation period in the different groups evaluated, and this difference (p<0.05) was
significant at six hours. In conclusion, the S. epidermidis presented fast adherence
capacity and biofilm formation after two hours of contact with the surgical instruments
with bacterial load of 102 CFU/cm?. The automated cleaning was more effective than
manual cleaning. However, neither method completely removed the biofilm formed.
Pre-cleaning conditions, as well as the presence of difficult access areas, such as
serration and rack, are critical factors in the processing quality of surgical instruments.

Keywords: Biofilm. Hospital infection. Surgical instruments. Patient safety. Infection
of the surgical wound.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

LISTA DE FIGURAS

Estagios de formacéo do biofilme: 1) aderéncia inicial e formacao de
microcolbnias, 2) maturacao € 3) diSPErSa0. ..........ccevvrrervvrriiieeeeeerennnnns 49

Pinca crile reta (14 cm) e respectivas areas seccionadas para

ANALISE. oo ———— 59
Fluxograma das etapas da coleta de dados. ...........ccccevvevvviieiiiieeeeennnn, 61
A. Agitador orbital (Ovan, 110-O+ACOP.E) com controle de

temperatura. B- Cabine de fluxo laminar (Veco®). ........ccccccvvvvvvvennnnnnn. 62
Lavadora ultrassonica (UNIQUE®)..........uuuuueuriimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieenes 64

Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos utilizados como
controle negativo. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 2019. ............ 70
Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirirgico ap6s uma hora de contaminacdo bacteriana. Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019..............uuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 71
Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos de instrumental
cirirgico ap6s duas horas de contaminacdo bacteriana. Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.........ccoooiiiiiiiiiiieeeeeeee e, 72
Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirdrgico ap6s quatro horas de contaminacdo bacteriana. Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennns 72
Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirirgico apos seis horas de contaminacdo bacteriana. Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennns 73
Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos de instrumental
cirdrgico apos oito horas de contaminacdo bacteriana. Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019..........ccoooiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeen 73
Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos de instrumental
cirirgico apos 12 horas de contaminacdo bacteriana. Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.........ccoooiiiiiiiiieieeeieeeeee e, 74
Média de carga bacteriana em unidades formadoras de colonia
(UFC) por cm? recuperados em fragmentos de instrumentais

cirargicos (serrilna, haste e cremalheira), em diferentes intervalos



Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

(horas), no grupo submetido a limpeza manual e limpeza

automatizada, em relacdo ao grupo submetido a contaminacao

bacteriana. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.............cceeeu...

Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirdrgico, apés uma e duas horas de contaminacdo bacteriana,

seguido de limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil,

2000, e

Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental

cirargico, apés quatro horas de contaminagédo bacteriana, seguido

de limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019..........

Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental

cirargico, apos seis horas de contaminacdo bacteriana, seguido de

limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019...............

Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos de instrumental

cirargico, apos oito horas de contaminagéo bacteriana, seguido de

limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019...............

Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos de instrumental

cirdrgico, apos 12 horas de contaminacdo bacteriana, seguido de

limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019...............

Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirirgico, ap6s uma e duas horas de contaminacdo bacteriana,

seguido de limpeza automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais,

Brasil, 2000, ...

Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirdrgico, apés quatro horas de contaminacdo bacteriana, seguido

de limpeza automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil,

2000, e

Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental

cirurgico, apos seis horas de contaminagéo bacteriana, seguido de

limpeza automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.....

Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos de instrumental

cirurgico, apos oito horas de contaminacao bacteriana, seguido de

limpeza automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.....

.76

e

.80

.80

.81

.81



Figura 23 - Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirdrgico, apos 12 horas de contaminacédo bacteriana, seguido de
limpeza automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019......82

Figura 24 - Microscopia eletronica de varredura da superficie de instrumentais
cirdrgicos novos, evidenciando a presenca de dano estrutural na sua
superficie. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019. ..........ccccc..uu..... 83

Figura 25 - Carga bacteriana recuperada dos fragmentos de serrilha, haste e
cremalheira, em UFC/cm?, em diferentes tempos de contaminacéo

bacteriana. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019..........ccccevene.... 84



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Média de carga bacteriana, em unidades formadoras de col6nias
(UFC)/cm?, recuperada em instrumental cirlrgico ap6s contaminacéo

por Staphylococcus epidermidis. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil,

Tabela 2 - Média de carga bacteriana, em unidade formadora de col6énia (UFC)
por cm?, recuperada em instrumentais cirtrgicos apoés limpeza manual

e automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019..................



AAMI
ANVISA
AORN
CM
CME
EPS
FDA
ICB
IRAS
ISC
MEV
MOA
PPS
RDC
SCN
TSA
TSB
UFC
UFMG
WHO

LISTA DE ABREVIATURAS

Association for the Advancement of Medical Instrumentation
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Association of periOperative Registered Nurses

Centro de Microscopia

Central de Material e Esterilizacéo

Exopolissacarideo ou Extracellular Polymeric Substances
Food and Drug Administration

Instituto de Ciéncias Bioldgicas

InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude

Infecc@o de Sitio Cirurgico

Microscopia Eletronica de Varredura

Microbiologia Oral e Anaerdbios

Produtos Para a Saude

Resolucao da Diretoria Colegiada

Staphylooccus Coagulase Negativa

Triptical Soya Agar

Triptical Soya Broth

Unidade Formadora de Col6nia

Universidade Federal de Minas Gerais

World Health Organization



11
111
1.1.2

211
2.1.2
2121

2.1.2.2
2.1.2.3

2124
2.2
221

3.1

3.2

3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.3.3.1
3.4

3.5

3.6

4.2

4.3

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt
OBUIETIVOS ...t e e e e e et eeeaaeeeaas
(O oY= LAY 0 I 1= = |
ODbjetivoSs €SPECITICOS ...iiiiiiiiiii e

REVISAO DE LITERATURA ......ooiieeeeeeeeeeeeeee et
A ETAPA DE LIMPEZA NO PROCESSAMENTO DE INSTRUMENTAIS

CIRURGICOS ...ttt
LimpPeza N0 PONTO U USO ...uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiiibiieesbeeae e
Limpeza na central de material e esterilizagdo (CME)............ccccvvvvennnnns
Produtos de limpeza utilizados no processamento de instrumentais

(o3 (o [0 P
Qualidade da agua no processamento de instrumentais cirdrgicos ............
Tipos de limpeza utilizados no processamento de instrumentais

(o] o [0 1= U PT PP
Monitoramento da etapa de lIMPezZa............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees
FORMAQAO DE BIOFILME ....coiii e
Biofilme como um desafio para o processamento de instrumentais

(og 1 1 o | oo 1=

MATERIAL E METODOS........ciiiiieieeieeeteeeeee ettt
DELINEAMENTO DO ESTUDO ......cutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e
LOCAL DE ESTUDO .....utiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e
MATERIAL DE ESTUDO ....cciiiiiiiiiiiiieiiee ettt e e
COMPO A PIrOVA oo
Microrganismo UtHHZAdO ............euuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie
Protocolo do experimento — Modelo in VItro ........coovvvevieiiiiie e,
Y 1=] (0o [0 1S3 [SIR= T F= 1]
VARIAVEIS DO ESTUDO ....oooiiieieiicieeeee e,
ANALISE DE DADOS .......oouiitiieeeeeeteeeeeeeeee ettt
ASPECTOS ETICOS ...ttt

RESULTADOS ...ttt cteee ettt atesaeneete e e eteeaenn e
RECUPERACAO DA CARGA BACTERIANA EM FRAGMENTOS DE
INSTRUMENTAL CIRURGICO (SERRILHA, HASTE, CREMALHEIRA)
SUBMETIDOS A CONTAMINACAO BACTERIANA..........coveeviereeeennn,
COMPARACAO DOS PROTOCOLOS DE LIMPEZA: MANUAL X
AUTOMATIZADA ..ottt et en e
COMPARACAO DA  ADERENCIA E REMOCAO DE
MICRORGANISMOS ENTRE AS DIFERENTES AREAS DO
INSTRUMENTAL ....oviiiteitetete et ete ettt eeste e e stesaeneete st e eteseennanes



DISCUS S AD .o ettt 86

CONCLUSAOD . ..o ettt ettt e et 96
REFERENCIAS ...cooee oottt e e et e e e e et e e e eeriaea e 97

APENDICE A - Carga Microbiana em UFC/50ul de Staphylococcus
epidermidis. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019. .................... 110
APENDICE B - Andlise Comparativa entre as médias de carga
bacteriana (Logi0 UFC/ CM?), nos grupos contaminagéo, em relacéo
a limpeza manual e automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil, 2019 ... e e 111

ANEXO A - Laudo Identificagdo do Microrganismo (D12).................... 112
ANEXO B - Protocolo da MiCrOSCOPIA ..vvvvrrrrrurrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnes 115



16

1 INTRODUCAO

Anualmente, milhdes de procedimentos cirargicos sao realizados no
mundo, sendo este volume crescente ao longo do tempo (ABBOTT et al., 2017). A
OMS, em 2004, analisando dados de 56 paises, estimou que ocorra um procedimento
a cada 25 seres humanos, o que corresponde a 234,2 milhdes de cirurgias de grande
porte por ano (WEISER et al., 2008). Apenas no Brasil, no ano de 2018, a soma do
ndamero de procedimentos, como diagnostico, clinico, cirdrgicos e de transplante,
totalizou mais de 11 milhdes intervencdes (BRASIL, 2018).

O uso de instrumentais estéreis, durante esses procedimentos, é essencial
para a prestacdo de assisténcia de forma segura, sendo incluido como um dos itens
de verificagdo do check list de cirurgia segura pela sua importancia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). Quando contaminados, aumentam a probabilidade de
transferéncia de microrganismos, para o sitio cirargico, podendo causar infeccéo, a
depender da carga microbiana e viruléncia, tipo de procedimento a ser realizado
(invasivo ou nao), o sitio corporal abordado e da resposta imunolégica do paciente
(MANGRAM et al., 1999; WHO, 2009, 2016a).

Por se tratar de produtos passiveis de processamento, instrumentais
cirdrgicos devem ser produzidos em matéria-prima de alta resisténcia INSTRUMENT
REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; WHO, 2016b), atendendo a
especificacdes de fabricacdo, de acordo com as normas internacionais de qualidade
(NBR ISO 7153-1/ 2006 ou a DIN — Deutsches Institut fur Normung), assim, tendo uma
vida util de até 10 anos (SPRY, 2007). Nesse periodo, os instrumentais serao
submetidos a sucessivos ciclos de contaminacdo e processamento, cuja qualidade
determina ndo s6 sua durabilidade, como também a seguranca dos procedimentos e,
sobretudo, do paciente durante seu redso. Ndo ha um tempo definido, para que esses
instrumentais sejam descartados, permitindo-se seu uso até que percam a
funcionalidade (BRASIL, 2012a).

O processamento consiste em um procedimento validado, utilizado para se
tornar um Produto para a Saude (PPS), que foi previamente utilizado ou contaminado,
adequado para um préximo redso (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2015;
WHO, 2016a). E composto por um conjunto de a¢ées sequenciais e interdependentes

que incluem a pré-limpeza, limpeza, secagem, avaliacdo da integridade e
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funcionalidade, preparo, esterilizacdo, armazenamento e distribuicdo dos produtos as
unidades consumidoras (BRASIL, 2012a).

A finalidade desse processo é assegurar que o produto esteja esterilizado
e adequado para 0 uso, evitando a transmissdo potencial de microrganismos e
garantindo a seguranca do paciente durante e apos o procedimento cirlrgico
(BRASIL, 2012a; CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; RUTALA; WEBER; HICPAC,
2019; WHO, 2016a).

Entre as etapas do processamento, a limpeza € apontada como ponto
critico, pois, quando adequadamente realizada, previne o ressecamento e promove a
remocado de sujidade organica e inorganica visando a reducdo dos niveis de
microrganismos, endotoxinas, proteinas e sangue, durante o ciclo e ao longo da vida
atil do instrumental (CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; FDA, 2015, 2018; SOBECC
NACIONAL, 2017). A remocdo desses contaminantes € condicdo primordial ao
alcance da esterilidade do instrumental cirargico, a fim de se permitir seu relso seguro
(CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; WHO, 2016a). Nesse sentido, destaca-se a
importancia do inicio precoce da remocao de residuos, assim como o papel da pré-
limpeza no ponto de uso na qualidade do processamento de instrumentais cirlrgicos
(ASSOCIATION OF PERIOPERATIVE REGISTERED NURSES, 2017; CASTON-
GAA; RUPARELIA, 2018; FDA, 2015; LIPSCOMB et al., 2007; WHO, 2016a).

A pré-limpeza tem inicio na mesa operatéria e engloba procedimentos
voltados para a remocao da sujidade visivel dos instrumentais, durante o ato cirargico,
0 enxague em agua corrente e a manutencdo da umidificacdo (FDA, 2015). Essas
acles previnem o ressecamento de matéria organica na superficie do instrumental,
sendo primordial a prevencédo da aderéncia de sujidade no tempo compreendido entre
0 Uso e 0 inicio da limpeza na Central de Material e Esterilizacdo (CME) - (FDA, 2015;
GOLDBERG, 2010; LIPSCOMB et al., 2007; RUTALA; WEBER; HICPAC, 2019;
SOBECC NACIONAL, 2017). Assume-se que esse procedimento seja fundamental
agueles instrumentais que néo séo transportados prontamente até a CME, ap0s o seu
uso (SHEITOYAN-PESANT et al., 2017; VICKERY et al., 2009; VICKERY; PAJKOS;
COSSART, 2004).

Entre os fatores que podem interferir na qualidade da limpeza, merece
destaque ainda, o design do instrumental (INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017). A sua conformacao determina a possibilidade de acesso

as diferentes regides do PPS, durante a remocéo de residuos, visto que alguns deles
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podem possuir areas criticas de dificil alcance (ALFA et al., 2006; COSTA et al., 2018;
LOPES et al.,, 2019). Mesmo instrumentais cirdrgicos, classificados como nao
complexos, podem apresentar areas com diferentes desafios a etapa de limpeza,
como a presenca de articulagbes, serrilha e cremalheira. Essas regibes sdo mais
propensas a retencdo de sujidade e devem receber maior atencdo durante o
processamento.

A limpeza é executada na CME pela combinacdo do uso de produtos
quimicos (detergentes) e aplica¢do de acdo mecéanica por um tempo e em temperatura
adequados (WHO, 2016a). O procedimento deve alcancar toda a superficie do
produto (interna ou externa), a fim de torna-lo seguro, para o relso e manuseio pelo
profissional de saude até o seu completo processamento (BRASIL, 2012a; CASTON-
GAA; RUPARELIA, 2018; WHO, 2016a, 2016b). Dessa forma, dois métodos podem
ser utilizados, durante a limpeza: o manual e/ou o automatizado (ALFA, 2013;
BRASIL, 2012a; FDA, 2015).

A limpeza manual é realizada pela imersédo do instrumental em solucgéo,
contendo 4gua e detergente, em concentracdo e tempo adequados, seguida de
escovacao da superficie externa e canais, quando presentes e do enxague em agua
de osmose reversa ou destilada (AORN, 2017; ASSOCIATION FOR THE
ADVANCEMENT OF MEDICAL INSTRUMENTATION, 2007; BRASIL, 2009;
SOBECC NACIONAL, 2017; WHO, 2016b). O método manual é indicado, na limpeza
de produtos delicados, complexos ou que ndo podem ser submetidos a limpeza
automatizada, pela natureza do instrumental (BRASIL, 2012a). Contudo, ainda que
possua indicacfes especificas, a limpeza manual deve ser utilizada, de forma geral,
como complementar a limpeza automatizada (BRASIL, 2012a).

O método automatizado, por sua vez, é realizado com auxilio de
equipamentos, como lavadoras termodesinfectoras e/ou ultrassénicas que removem
a sujidade, por meio de detergentes especificos associados a jatos de agua ou
propagacéo de ondas sonoras em meio liquido. Essa € apontada como o método que
apresenta maior efetividade, em comparacdo ao metodo manual, pelo menor risco de
falhas humanas durante a escovacao, acesso direto aos canais e possibilidade de
validacao (ALFA et al.,, 2006; ALFA; OLSON; AL-FADHALY, 2010; AORN, 2017;
SOBECC NACIONAL, 2013; SOUTHWORTH, 2014).

No Brasil, a RDC 15/2012 exige, em PPS de conformac&o complexa, ou

seja, que apresentem lumen inferior a cinco milimetros, fundo cego ou espago interno
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inacessivel para a friccdo direta, reentrancias ou valvulas, a utilizacdo de limpeza
automatizada, em lavadora ultrassénica, sempre precedida de limpeza manual
(BRASIL, 2012a). No entanto a realidade de muitas unidades de processamento, tanto
em relacdo a disponibilidade de recursos quanto de &rea fisica, torna inviavel a
aquisicao e utilizacdo de equipamentos automatizados, o que faz com que apenas a
limpeza manual seja utilizada (FAST etal., 2017; FDA, 2015; MENDONCA et al., 2017,
WHO, 2016b).

Uma limpeza efetiva exige o uso de um protocolo adequado que promova
a reducao da carga de microrganismos e que atue sobre diferentes tipos de sujidade
(minerais, lipideos, hemoglobina, proteinas, carboidratos, aminoacidos), presente nos
instrumentais, ap6s o0 uso. A presenca de matéria organica, na superficie de
instrumentais cirurgicos, pode facilitar a aderéncia a microbiana e a formacgéo de
biofiime de diferentes formas: atuando como nutriente, protegendo fisicamente o
microrganismo da acao do agente esterilizante, ou ainda, ha composi¢ao de um filme
condicionante, por meio de sua adsorcdo ao aco inoxidavel (LINDSAY; VON HOLY,
2006; ROBERTS, 2013). Este ultimo processo altera as caracteristicas da superficie
do instrumental e facilita a aderéncia de bactérias colonizantes (BOARI et al., 2009;
ROBERTS, 2013).

Os biofilmes séo definidos como um agregado de células microbianas que
se encontram aderidas irreversivelmente a uma superficie, protegidas por uma matriz
de substancia polimérica extracelular (Extracelular Polimeric Substance - EPS),
produzida pelos préprios microrganismos, por meio de alteracdes na expressao
génica e de circuitos regulatérios durante as etapas do seu desenvolvimento
(DONLAN, 2001b; LAZAR, 2011; O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000). O EPS
promove a estabilidade mecanica do biofilme, ao interconectar suas células,
contribuindo para a coeséao celular (FLEMMING; WINGENDER, 2010) e para o
aumento da resisténcia a acdo de agentes saneantes, o que dificulta a sua eliminacao
(LAPPIN-SCOTT,; BASS, 2001; O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000). Essa maior
resisténcia observada no biofiime independe do perfil de susceptibilidade dos
microrganismos na sua forma plancténica (OTTER et al., 2015).

Diversos microrganismos podem formar biofilmes, entre eles,
Staphylococcus epidermidis, pertencente a familia do grupo dos Staphylococcus
coagulase negativa (VUONG et al., 2003). Colonizante normal da pele e mucosas, S.

epidermidis tem sido evidenciado como um patdégeno oportunista em hospitais,
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causando infeccdes, em determinado grupo de pacientes como idosos, portadores de
multipatologias e imunocomprometidos (BECKER; HEILMANN;PETERS, 2014). No
contexto das Infec¢Bes Relacionadas a assisténcia a Saude (IRAS), tém sido relatado
como importante agente causal de infeccbes de corrente sanguinea (ICS)
(ALLEGRANZI et al., 2011; COOPER et al., 2018; HIDRON et al., 2008) e naquelas
relacionadas a dispositivos médicos implantados (BECKER; HEILMANN;PETERS,
2014).

S. epidermidis destaca-se como um dos microrganismos mais relevantes
na formacdo de biofime em PPS (SOBECC NACIONAL, 2017), podendo seu
processo de aderéncia e multiplicacdo, na superficie de biomateriais, ser iniciado em
minutos (GOTTENBOS; VAN DER MEI; BUSSCHER, 2000). Sua presenca, na
superficie de instrumentais, logo depois do ato cirargico e, durante a etapa de limpeza,
€ comumente verificada (EVANGELISTA et al., 2015; PINTO et al., 2010; RUTALA et
al., 1998; SAITO et al., 2014; VILAS-BOAS; LEVY; FREITAS, 2009).

Os biofilmes séo dificeis de serem removidos por métodos rotineiramente
utilizados durante o processamento (REN-PEI et al., 2014; VICKERY et al., 2009).
Mesmo apos a etapa de esterilizacdo, essas estruturas podem permanecer alojadas
a superficie de PPS (COSTA et al., 2017; STAUBITS; RAY; HARRIS, 2017). Desta
forma, sua abordagem neste contexto deve ser direcionada a prevencao de sua
formacdo por meio da adesdo as boas praticas de limpeza. Sendo assim, ha
dificuldade de deteccdo do biofilme, durante o processamento de PPS, em
conseqguéncia da limitacdo de técnicas, que permitam o seu monitoramento, em tempo
real, aplicaveis a pratica clinica.

Apesar da presenca de biofilme em dispositivos médicos ser amplamente
descrita na literatura, estudos que abordam os tempos iniciais de aderéncia
microbiana sdo escassos (GOTTENBOS; VAN DER MEI;, BUSSCHER, 2000;
MOHITE et al.,, 2016; PERCIN et al., 2015), principalmente, na superficie de
instrumentais cirargicos. Além disso, seu impacto na etapa de limpeza, ao longo de
sua formacdo, € um ponto ainda néo elucidado. Diante do exposto, questiona-se:
como os métodos de limpeza manual e automatizada atuam na remocao de S.
epidermidis aderido a superficie de instrumental cirargico submetido a contaminacao
experimental por diferentes intervalos?

Neste contexto, a realizacao deste estudo justifica-se pela necessidade de

compreensao do tempo necessario entre a exposi¢cdo ao contaminante, a aderéncia
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inicial e a formacdo de biofilme, na superficie de instrumentais cirdrgicos, como
também o papel dos protocolos de pré-limpeza e limpeza rotineiramente utilizados em
unidades de processamento, na prevencdo da formacdo e na remocdo destas
estruturas. A associacdo entre formacdo de biofilme e instrumentais cirdrgicos, em
especial, abordando o papel do seu design, € um tema ainda pouco explorado na
literatura, no entanto tem sido abordado em estudos recentes (COSTA et al., 2017,
LOPES et al., 2019).

Nesse sentido, espera-se que 0s resultados obtidos, a partir deste estudo,
possam contribuir, a fim de ampliar a compreensdo da importancia da abordagem
precoce do instrumental, durante a etapa de pré-limpeza e limpeza e sua repercussao,
ao longo do processamento. Acredita-se ainda contribuir quanto a fornecer subsidios
a tomada de decisao, com base em evidéncias cientificas, em relacdo a processos e
protocolos adotados nas instituicdes, contribuindo para a seguranca do paciente a fim

de garantir a entrega de um PPS seguro para o redso.
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1.10BJETIVOS

1.1.10bjetivo geral

Comparar dois protocolos de limpeza, manual e automatizada, quanto a

capacidade de remocdo de S. epidermidis da superficie do instrumental cirargico

submetido a diferentes intervalos de contaminacao.

1.1.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Determinar a carga bacteriana, em fragmentos de instrumental cirargico
(serrilha, haste, cremalheira), submetidos a diferentes intervalos de
contaminagcdo por S. epidermidis e ap6s limpeza manual e
automatizada;

Caracterizar a microestrutura morfolégica de S. epidermidis até a
formacéo de biofilme, em fragmentos de instrumental cirdrgico (serrilha,
haste, cremalheira), submetidos a diferentes intervalos de
contaminacao e apos limpeza manual e automatizada.

Determinar o tempo necessario para a formacdo de biofilme por S.
epdermidis em instrumental cirdrgico (serrilha, haste, cremalheira).
Definir a area de maior desafio para a limpeza de instrumental cirdrgico
(serrilha, haste ou cremalheira), submetido a contaminacdo por S.

epidermidis em diferentes intervalos de tempo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1A ETAPA DE LIMPEZA NO PROCESSAMENTO DE INSTRUMENTAIS
CIRURGICOS

O processamento de PPS reutilizaveis tem reflexos diretos na qualidade da
assisténcia prestada e na garantia de seguranca do paciente sob cuidados de saude.
A limpeza, dentro do conjunto de etapas necessarias para a reutilizagcdo segura
desses materiais, € um processo extremamente complexo e sofre influéncia de fatores
diversos, como caracteristicas e rotinas dos servi¢os de processamento, fator humano
e caracteristicas dos dispositivos (CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; WHO, 2016b).

A abordagem da etapa de limpeza merece destaque, no contexto do
processamento, pela sua importancia, ao estimar que a premissa basica de que
produtos que ndo podem ser limpos ndo alcancaréo a esterilidade seja ponto critico
gue permite o reuso seguro de PPS passivel de processamento (RUTALA; WEBER,;
HICPAC, 2008; WHO, 2009, 2016a). Assim, torna-se importante refletir sobre as
praticas adotadas aos servicos de esterilizagdo com o objetivo de garantir a sua
qualidade.

A limpeza efetiva de instrumentais cirargicos exige nao s6 o envolvimento
das unidades de processamento, mas também da equipe cirargica, que utiliza o
instrumental e € responsavel pelo cuidado com o material até que ele seja
encaminhado a CME (GOLDBERG, 2010). As recomendacdes apontam para a
necessidade de inicio precoce da limpeza, no bloco cirlrgico, e a criacdo de um fluxo
gue previna 0 ressecamento de matéria organica na superficie deste material e
garanta o transporte rapido até a unidade de processamento (AORN, 2017; CASTON-
GAA; RUPARELIA, 2018; WHO, 2016a). Na CME, serao realizadas todas as acdes
da limpeza propriamente ditas, para que o instrumental seja preparado, embalado,
esterilizado, transportado ao bloco cirtrgico e novamente reutilizado de forma segura
(AORN, 2017; CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; WHO, 2016a).
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2.1.1Limpeza no ponto de uso

No bloco cirdrgico, dependendo do sitio em que foram utilizados,
instrumentais podem tornar-se amplamente contaminados por secre¢des corporais e
microrganismos (CHAN-MYERS; MCALISTER; ANTONOPLOS, 1997; CHU et al.,
1999; SAITO et al., 2014; WHO, 2016a). O inicio de a¢les voltadas para a reducao
de sujidade visivel, a partir desse ponto, tem sido apontado como um ponto critico que
impacta diretamente na efetividade do processamento de PPS (AORN, 2017,
CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; DURO, 2013; FDA, 2015; LING et al., 2018;
SPRY, 2007; WHO, 2016a).

Assim, mesmo durante o ato cirargico, 0S instrumentais devem ser
mantidos limpos e livres de sujidade visivel (DURO, 2013). Nesse periodo, o
instrumentador deve atuar friccionando a superficie do instrumental com compressas,
livre de fiapos, embebidas em agua esterilizada (AORN, 2017; DURO, 2013). Em se
tratando de instrumentos canulados, recomenda-se também a instilacdo de agua
esterilizada nos limens, a fim de remover a sujidade visivel e evitar a obstrucédo de
canais (AORN, 2017; CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; DURO, 2013; SPRY, 2007).
Essa medida tem o objetivo de reduzir o tempo de contato entre a sujidade e a
superficie e evitar seu ressecamento, o que reduz a possibilidade de fixacdo de
residuos (ALFA; NEMES, 2003; DURO, 2013; FDA, 2015; SPRY, 2007).

Entre os fatores apontados na literatura que influenciam a aderéncia de
proteinas, um residuo comumente encontrado na superficie de instrumentais
cirdrgicos, estdo a temperatura (LIPSCOMB et al., 2007) e um tempo de secagem
prolongado (COSTA et al., 2017; LIPSCOMB et al., 2007; SECKER; HERVE; KEEVIL,
2011). De acordo com Lipscomb et al. (2007), a adsorcao de proteinas a superficie do
instrumental cirargico se da, ao longo do tempo, ocorrendo, a principio, de forma lenta,
seguida de uma elevacao rapida e uma fase de platd. Assim, quanto maior o tempo
de secagem de matéria organica na superficie desses instrumentais maior a adsorcao
proteica verificada e mais dificil sua remoc&o (COSTA et al., 2017; SECKER; HERVE;
KEEVIL, 2011).

O ressecamento de sujidade na superficie de instrumentais cirdrgicos,
durante a limpeza, principalmente quando se acumula em areas de dificil acesso,
como articulagdes e lumens, dificulta a sua remocgédo (AORN, 2017, CASTON-GAA;
RUPARELIA, 2018, SPRY, 2007; WHO, 2016a). A permanéncia de sujidade por
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tempo prolongado, em aspiradores cirdrgicos ultrassénicos utilizados, durante
procedimentos de craniotomia, em um hospital de Quebec (Canada), possibilitou o
ressecamento de matéria organica contaminante em seu interior (SHEITOYAN-
PESANT et al., 2017). Tal fato resultou em limpeza inadequada desse dispositivo, com
consequente ineficacia de sua esterilizacdo, que propiciou a transmissdo de
microrganismos, durante o procedimento, relacionando-se a ocorréncia de um surto
de infeccdo de sitio cirurgico (ISC).

Outra pratica que merece destaque, neste sentido, é a aplicacdo de élcool
na superficie de instrumentais cirdrgicos durante a etapa de limpeza. Apesar de nao
haver uma recomendacéo formal, tem sido uma acdo da pratica com o objetivo de
reducdo da contaminacdo desses PPS (KULKARNI et al., 2016). Contudo, apesar de
relacionar-se a diminuicdo de carga microbiana, essa pratica aumenta a fixacdo de
proteinas na superficie de instrumentais cirargicos, especialmente na presenca de
sangue (COSTA et al., 2017; PRIOR et al., 2004). Desta forma, o tempo de exposicéo
na mesa cirdrgica, associado ao intervalo prolongado entre o uso e o transporte da
CME de instrumentais contaminados, além do uso de desinfetantes nessa etapa, pode
aumentar a probabilidade de aderéncia de sujidade (COSTA et al., 2017; LIPSCOMB
et al., 2007; PRIOR et al., 2004; SECKER; HERVE; KEEVIL, 2011; SHEITOYAN-
PESANT et al., 2017).

Uma vez utilizados, durante a cirurgia, o ideal € que os instrumentais
cirtrgicos sejam contados, organizados e prontamente transportados para a area de
processamento. Contudo ndo é um fluxo factivel a muitos hospitais, o que pode
ocasionar que esses materiais permanecam em contato com a sujidade por horas. O
uso de solugcdes que mantenham a umectacdo dos intrumentais nesse periodo
promove a reducao significativa da contaminacao residual (AORN, 2017; BRASIL,
2009; LING et al.,, 2018; LIPSCOMB et al., 2007; MULLANEY, 2008; RUTALA,;
WEBER; HICPAC, 2008; SECKER; HERVE; KEEVIL, 2011; SHOEMAKE;
STOESSEL, 2007; WHO, 2016a).

Recomenda-se a manutencao da umidificacdo de instrumentais apds o uso,
por imersdo em solugcdo de detergente e agua potavel morna (entre 30°C e 40°C),
atentando-se para a necessidade de irrigagdo de lumens, quando presentes (BRASIL,
2009). O uso de produtos de limpeza especificos nessa etapa auxiliam a reducao de
carga proteica, previnem a corrosao, 0 ressecamento e agregacdo de materia

organica e inorganica e a formacdo de biofiime (AORN, 2017; DURO, 2013;
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INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; LIPSCOMB et al., 2007).
O mercado disponibiliza uma variedade de formulacdes, contendo detergentes em
forma de gel, espumas e sprays que auxiliam na manutencdo da umidificacdo até o
transporte para a CME, principalmente, em areas dificeis de limpar, além de atuarem
na prevencdo da formacdo de biofimes (DURO, 2013; INSTRUMENT
REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; SPRY, 2017), no entanto h& pouca
evidéncia de acéo desses produtos na pratica.

Uma alternativa constitui-se no uso de compressas embebidas em agua,
gue sdo mantidas em contato com o instrumental até que seja encaminhado a CME
(AORN, 2017; DURO, 2013). Cabe ressaltar que dispositivos que assim o permitem
devem ser previamente desmontados, possibilitando o contado de toda a superficie
do material, em especial, em areas de dificil acesso a solucdo de limpeza (AORN,
2017; DURO, 2013; FDA, 2015; INSTRUMENT REPROCESSING WORKING
GROUP, 2017; SPRY, 2007).

Entre as diversas possibilidades, independente do produto ou técnica
empregada, é necessario desprezar solucdes utilizadas nessa etapa e antes seja feito
o transporte, pelo risco de extravasamento e contaminacgdo, tanto ambiental quanto
dos profissionais (AORN, 2017; DURO, 2013; INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017; SPRY, 2007; WHO, 2016b). E importante ressaltar que o
uso de solucao salina com o intuito de manter a umidificacdo e, ndo obstante durante
a limpeza, é contraindicado pelo potencial de causar corrosdo em instrumentais
cirargicos (AORN, 2017; DURO, 2013; FDA, 2015; INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017; SPRY, 2007).

Embora mantidos sob umidificacdo, o transporte a CME deve ser
priorizado, uma vez que 0s instrumentais nessa etapa encontram-se contaminados e
mantidos em um ambiente propicio a proliferacdo microbiana, com a presenca de
umidade e fonte de nutricdo que pode derivar da matéria organica que compde a
sujidade desses produtos. Instrumentais mantidos em imersdo em agua por tempo
prolongado (240 minutos), apesar de apresentarem reducdo na carga proteica,
demostram aumento da carga bacteriana (COSTA et al., 2017). Além do mais, aqueles
que permanecem em contato com microrganismos podem apresentar aumento de
carga microbiana, ao longo do tempo, relacionado ao préprio ciclo de replicacao
bacteriana (MOHITE et al., 2016; PERCIN et al., 2015) e também a sua aderéncia na

superficie dos instrumentais ao longo do tempo de exposi¢do (ROBERTS, 2013).
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A possibilidade de transporte, em tempo adequado, para o processamento
de matérias, exige a construcdo de fluxo intersetorial que envolve, ainda, a equipe do
centro cirdrgico, uma estrutura fisica na instituicdo que permita sua realizagdo, como
a disponibilidade de elevadores exclusivos para essa funcdo ou a proximidade entre
0 centro cirargico e a CME, além de recursos humanos em numero adequado (DURO,
2013; GOLDBERG, 2010).

Instrumentais contaminados devem ser transportados a CME em carrinhos
fechados, contendo barreira fisica entre sua Ultima prateleira e o piso, sendo
acondicionados em recipientes a prova de vazamento e faceis de limpar (DURO,
2013; LING et al., 2018; WHO, 2016b). Esses equipamentos devem ser fabricados
com material leve, visto que varias caixas cirdrgicas sao transportadas, a0 mesmo
tempo e por si sO representam uma carga pesada. Neste sentido, a manutencao do
sistema de rolagem das rodas € importante.

A determinacdo de uma rota pré-determinada, direta para a area de
descontaminacédo, reduz o risco de cruzamento com material esterilizado ou com
areas de cuidado ao paciente ou com grande circulacdo de pessoas minimizando-se
o risco de contaminacdo cruzada (CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; DURO, 2013;
LING et al., 2018; WHO, 2016b).

Ainda que seu uso seja destinado ao transporte de material contaminado,
€ primordial realizar sua limpeza e secagem entre os usos (LING et al.,, 2018),
evitando-se o risco de aderéncia da sujidade e formacéo de biofilme no carrinho, que
podem posteriormente atuar como fonte de contaminacdo de itens alocados no seu
interior durante o uso. Por tratar-se de material contaminado, a porta de entrada de
instrumentais cirdrgicos, na CME, deve ser sempre a area suja, na recepcgao,

evitando-se seu cruzamento com instrumentais ja limpos e principalmente estéreis.

2.1.2Limpeza na central de material e esterilizagdo (CME)

A etapa de limpeza propriamente dita é realizada na CME. Um processo de
limpeza efetivo deve ter a capacidade de permitir a limpeza de toda a superficie, a
reducdo de sua carga microbiana ao longo do processo e a remocéo de todos os
agentes de limpeza utilizados (AORN, 2017; BRASIL, 2012a; WHO, 2016a).
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De acordo com a proposicao inicial de Hebert Sinner, a efetividade da
limpeza pode ser alcancada pela interacdo de quatro variaveis que influenciam
diretamente na sua qualidade. No contexto do processamento de PPS, essas
varidveis podem ser assim definidas: 1) A acdo quimica, que compreende o conjunto
de produtos quimicos utilizados, durante a etapa de limpeza, representada pelos
diferentes tipos de detergentes. 2) O tempo, uma vez que todos 0s produtos requerem
um intervalo minimo de contato para atuagdo. 3) A agdo mecéanica que corresponde a
aplicacdo de uma forca capaz de eliminar a sujidade, podendo ser manual ou
automatizada. 4) A temperatura, que de forma mais abrangente pode ser tratada como
as condic0des fisico-quimicas da agua, ja que esse € um solvente universal, utilizado
na diluicdo de detergentes, por meio dos quais se controla essa variavel
(MASSICOTTE, 2009; WHO, 2016a).

Contudo, quando se considera a complexidade da etapa de limpeza, no
ambito do processamento de PPS, outros fatores sdo considerados determinantes na
qualidade desse processo, como design do PPS, quantidade e tipo de sujidade,
presente na superficie dos instrumentais, condicbes de secagem, validacao,
manutencado e operacdo de equipamentos, monitorizacdo do processo de limpeza e
treinamento dos profissionais envolvidos nessa etapa (CASTON-GAA; RUPARELIA,
2018; DURO, 2013; SHEITOYAN-PESANT et al., 2017; WHO, 2016b).

2.1.2.1 Produtos de limpeza utilizados no processamento de instrumentais cirdrgicos

Os detergentes, utilizados na limpeza de PPS, sédo formulagcbes com a
funcdo de melhorar a capacidade de remocao de sujidade da agua e reduzir os efeitos
negativos de impurezas possivelmente contidas nela (BRASIL, 2012a). Sua acao
ocorre, por meio da presenca de agentes quimicos, que auxiliam na emulsificacao,
saponificacdo, reducdo da tensédo superficial e suspensdo de sujidade (BRASIL,
2012a; LYON, 2008; OLSEN; FALHOLT, 1998; WHO, 2016b).

Esses produtos séo utilizados, na area de processamento de PPS, no
intuito de remover uma variedade de contaminantes presente nos instrumentais, apos
0 uso, devendo atuar, sem, contudo provocar danos ao instrumental ou permitir a
permanéncia de residuos depois do enxague, o que pode associar-se a danos ao

paciente. As formulagbes de detergentes utilizados, no processamento de PPS,
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devem ser biodegradaveis, atoxicas, sollveis em agua, ndo abrasivas, eficazes em
todos os tipos de sujidade, isentas de substancias quimicas prejudiciais ou de risco
aos seres humanos, bacteriostaticas, de facil enxadgue e com baixa formacao de
espuma (BRASIL, 2012b; PFIEDLER ENTERPRISES, 2014; SMITH et al., 2012;
WHO, 2016b). Para cumprir sua funcédo, a composi¢cao dos detergentes, em geral,
inclui a presenca de (LYON, 2008; OLSEN; FALHOLT, 1998; PFIEDLER
ENTERPRISES, 2014; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a):

a) agente surfactante - tensoativo que atua reduzindo a tensao superficial
da agua e possibilitando a dissolucdo de particulas normalmente insollUveis por meio
de ligacdes quimicas. Essas moléculas possuem duas regides distintas, sendo uma
hidrofébica, que é atraida pela sujidade e outra hidrofilica, que se liga a agua, atuando,
assim, como “pontes”, impedindo a redeposicdo dessas particulas;

b) agente quelante - sequestra ions da agua dura (calcio e manganés) e os
mantém em suspensao, protegendo os surfactantes de minerais encontrados na agua
e prevenindo a precipitacdo de sujidade sobre os instrumentais;

C) inibidores de corrosdo - atuam sobre a natureza corrosiva da &agua,
prolongando o tempo que esses materiais podem ficar submersos.

A escolha do detergente deve ser feita, considerando as caracteristicas da
sujidade gque se pretende remover, o tipo de PPS e de limpeza, tal como a qualidade
da agua disponivel; recomenda-se utilizar o produto que melhor se adapte as
necessidades de cada servico (PFIEDLER ENTERPRISES, 2014). Existem diferentes
tipos de detergentes disponiveis no mercado com indicacbes diversas (neutros,
alcalinos e enzimaticos), devendo ser usados separadamente, pelo risco de geracéo
de residuos téxicos (AORN, 2017; PFIEDLER ENTERPRISES, 2014; INSTRUMENT
REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; SOBECC NACIONAL, 2017).

Os detergentes neutros, pH entre 6,5 e 7,5, sem adicdo de enzimas, podem
ser empregados na limpeza de instrumentais com pouca quantidade de matéria
organica (SOBECC NACIONAL, 2017). Essas formulacbes apresentam baixa
formacdo de espuma e remocao facil durante o enxague e podem ser empregados
tanto na limpeza manual quanto automatizada (AORN, 2017). Sua utilizacdo em
metais € segura (PFIEDLER ENTERPRISES, 2014).

Os Detergentes alcalinos, pH entre 9 e 14, removem a sujidade e seu uso
esta indicado em equipamentos automatizados, sendo adequados em processos em
qgue se utiliza dgua dura (PFIEDLER ENTERPRISES, 2014; SOBECC NACIONAL,
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2017; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO, 2016b). Tém a
capacidade de dissolver residuos de proteinas e gorduras e, em geral, requerem
temperatura 6tima de atuacdo que varia entre 60°C e 70°C (SOBECC NACIONAL,
2017). Possuem boa compatibilidade com instrumentais cirargicos, contudo podem
reagir com aluminio, zinco, metais ndo ferrosos borracha e latex, a depender do
antioxidante agregado (OLIVEIRA; MATI, 2017; PFIEDLER ENTERPRISES, 2014,
SOBECC NACIONAL, 2017; WHO, 2016a).

Diferentemente, detergentes enziméticos sdo compativeis com diferentes
materias (OLIVEIRA; MATI, 2017). Esses produtos séo utilizados com a funcéo de
clivagem de substratos especificos, por meio de enzimas, que atuam de forma a
catalisar reagbes, decompondo estruturas moleculares complexas em compostos
mais simples, o que facilita sua dissolu¢cdo diminuindo o tempo necessario para a
limpeza (SHOEMAKE; STOESSEL, 2007).

As enzimas sdo especificas e atuam em tipos exclusivos de sujidade,
sendo comumente utilizadas nas formulagbes a lipase, que atua clivando lipidios,
carboidrases e alfa-amilase que tém acdo sobre carboidratos, celulase que agem
sobre a celulose e protease e peptidase que apresentam acdo catalizadora sobre
proteinas (INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; OLSEN;
FALHOLT, 1998; PFIEDLER ENTERPRISES, 2014).

No Brasil, a Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) 55 (BRASIL, 2012b)
estabelece os requisitos minimos para detergentes enzimaticos de uso restrito, em
estabelecimentos de saude, com indicacdo para a limpeza de dispositivos médicos. A
legislacdo traz uma série de exigéncias, para que esses produtos sejam registrados,
como comprovacao da efetividade da agédo enzimética, estudos de toxicidade, além
de determinar padrbes para sua rotulagem e embalagem. Também se recomenda sua
diluicdo imediatamente antes de uso e de sua troca a cada carga processada
(BRASIL, 2012b).

O reuso de solucdo de limpeza, em lavadoras ultrassonicas, reduz a
efetividade na remocéao de microrganismos em PPS (AORN, 2017; BRASIL, 2012b;
EVANGELISTA et al., 2015; MUQBIL et al., 2005). Essa € uma pratica comum, em
servigos de processamento, contudo deve ser considerada a possibilidade de reducéo
de sua efetividade visto que o acumulo de matéria organica pode reduzir a
disponibilidade de ingredientes ativos (surfactantes) que atuam na sua remocao
(AORN, 2017; MATI, 2018; SOBECC NACIONAL, 2017), levando a saturacdo da
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solucdo. Associado a isso, a hatureza proteica desses produtos pode facilitar a
manutencdo e proliferacdo de microrganismos e causar a contaminacdo de PPS
durante a limpeza (MATI, 2018; SHOEMAKE; STOSSEL, 2007).

O emprego dessas solucdes exige uma combinacdo de remocao da
sujidade prévia, concentracdo adequada do produto, tempo de contato, pH e
temperatura definidos, conforme as orientacdes do fabricante, além da aplicacdo de
uma forgca mecanica (friccAo com escovas e esponjas, jatos de dgua ou energia
ultrassonica) para que se possa obter o melhor resultado com sua utilizacdo (AORN,
2017; OLSEN; FALHOLT, 1998; PFIEDLER ENTERPRISES, 2014; SMITH et al.,
2012; SOBECC NACIONAL, 2017; SPRY, 2007; WHO, 2016b).

As indicacBes de tempo de imersédo e temperatura da agua utilizada na
diluicdo devem ser fornecidas, no rétulo do produto pelo fabricante, entretanto variam
entre trés e cinco minutos de imersdo a uma temperatura em torno de 27 a 44°C néo
excedendo 60°C, o que previne a coagulacao e fixacdo de proteinas em instrumentais
(KULKARNI et al.,, 2016; PFIEDLER ENTERPRISES, 2014). A manutencdo da
temperatura recomendada é importante, para manter a efetividade das enzimas, que
atuam numa faixa de temperatura ideal (VESCAN et al., 2018).

A concentracdo do produto apds a diluicdo é outra variavel importante que
interfere no resultado do processo de limpeza. Neste sentido, quando preparado
manualmente, recomenda-se utilizar uma marcagdo permanente no recipiente de
diluicdo, indicando o nivel adequando de agua, conforme o volume de solucao
desejado (SPRY, 2007). O uso de sistemas automatizados ou dispositivos
dosificadores, para a mensuracao do volume de detergente necessario, auxiliam nesta
tarefa (AORN, 2017; SPRY, 2007).

Concentracdes acima do recomendado dificultam o enxague e favorecem
a permanéncia de residuos de detergentes, na superficie desses materiais, podendo
associar-se a reacao inflamatoria, quando em contato com o paciente. Na utilizacédo
de equipamentos automatizados, o enxague inadequado pode permitir a permanéncia
desses residuos (LIPSCOMB; SIHOTA; KEEVIL, 2006), sobretudo, naqueles em que

nao ha um monitoramento de sua efetividade de forma periddica.
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2.1.2.2 Qualidade da agua no processamento de instrumentais cirdrgicos

A agua é utilizada durante varias etapas do processamento de PPS. Sua
funcdo, apenas considerando a etapa de limpeza, inclui: agcdo como solvente ou
diluente de produtos, assim como de sujidades sollveis, transferéncia de forca
mecanica e calor, desinfeccao térmica durante o uso de processo automatizado e
enxague (CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017; LYON, 2008; WHO, 2016a).

Caracteristicas como temperatura, pH, concentracdo inadequada de ions,
contaminacdo microbiana, presenca de endotoxinas na agua afetam diversos
aspectos do processo de limpeza, levando a necessidade de monitoramento periédico
de sua qualidade (AORN, 2017; BRASIL, 2011; INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017; SOBECC NACIONAL, 2017; UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO, 2016a).

A temperatura da dgua deve ser controlada conforme a finalidade e etapa
que serda empregada. Sua utilizacdo, nas primeiras etapas da limpeza, em
temperatura elevada (acima de 45°C), por exemplo, relaciona-se a coagulacdo de
sangue e proteinas, possibilitando sua fixacdo a superficie dos itens processados e a
inativacdo de enzimas; por outro lado, seu uso abaixo da temperatura recomendada
reduz a habilidade do detergente na remocdo de sujidades compostas,
principalmente, por gorduras e Oleos (BRASIL, 2012b; UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH D, 2016a).

O uso de agua dura, com niveis elevados de minerais, especialmente,
calcio e magnésio, pode danificar os instrumentais, ao longo do tempo, provocando
corroséo e alteracdo na coloragdo (AORN, 2017; CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018;
INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; LYON, 2008; WHO,
2016a). Quando utilizada na diluicdo de detergentes, a presenca desses ions pode
interferir ainda na atividade enzimatica, especialmente, de lipases e proteases
(UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; VESCAN et al., 2018).

Outrossim, 0s minerais presentes podem ligar-se a surfactantes,
diminuindo sua disponibilidade na solucao para atuar sobre a sujidade (LYON, 2008;
UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). A presenca de impurezas
na agua pode afetar, ainda, a funcionalidade, a efetividade e a vida util de

equipamentos automatizados, podendo relacionar-se a oxidagdo da camara interna e
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a mudanca de coloracdo de componentes de polietileno de lavadoras (SOBECC
NACIONAL, 2017).

Técnicas e equipamentos especificos devem ser empregados, a fim de
minimizar a presenca de contaminantes e proporcionar a concentragdo adequada de
minerais na agua utilizada no processamento de PPS (UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). A agua potavel, proveniente do sistema de
abastecimento publico, pode ser obtida, por meio de um processo de tratamento que
inclui a decantacao e a filtragdo, todavia a concentracao de sais dissolvidos varia,
conforme a fonte e a forma de coleta (AAMI, 2007; INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a).

Esse tipo de agua tem um baixo nivel de contaminag¢do microbiana e € livre
de microrganismos patogénicos, exceto aqueles que podem causar infeccbes
oportunistas em pacientes imunocomprometidos (UNITED KINGDON DEPARTMENT
OF HEALTH, 2016a). A agua mole resulta do uso de abrandadores, que realizam troca
de ions, transformando agua dura em &agua mole, sem, todavia reduzir a carga
microbiana ou de residuos organicos (AAMI, 2007; INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017; LYON, 2008; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF
HEALTH, 2016a). Esses tratamentos sao suficientes, para obter agua de qualidade,
gue possa ser utilizada durante a pré— limpeza e limpeza (AAMI, 2007; WHO, 2016a).

Na etapa de enxague, porém exige-se, no minimo, 0 uso de &agua
deionizada (AAMI, 2007) a qual é obtida, por meio de resinas que removem ions, no
entanto permitem a permanéncia de contaminacdo microbiana e também de
endotoxinas (AAMI, 2007; INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP,
2017; LYON, 2008; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). A
presenca desses contaminantes, durante o enxague, pode ser considerada uma fonte
de contaminacao pela possibilidade de sua deposicéo na superficie de instrumentais
(AAMI, 2007; LYON, 2008; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a).

Particularmente, em relacdo a endotoxinas, por se tratar de residuos
termorresistentes, séo inativados apenas em temperaturas acima de 180° C, o que
ndo € alcancado em ciclos habituais de esterilizacdo que variam entre 121°C e 134°C
(LYON, 2008; RUTALA; WEBER, 2019; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF
HEALTH, 2016a). Quando em contato com a corrente sanguinea, esses residuos
podem causar reacao inflamatoria severa, resultando em febre, hipotenséo, dispneia,

coagulagéao vascular disseminada, sepse e choque. Para mais, pode constituir um
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risco para o desenvolvimento de Sindrome Toxica do segmento anterior (TASS) em
pacientes submetidos a cirurgias oftalmoldgicas (AORN, 2017; BRASIL, 2017a).

Instrumentais cirdrgicos submetidos a limpeza por equipamentos
automatizados apresentaram um aumento nos niveis de carboidrato e endotoxinas de
84% e 60%, respectivamente, sendo esse resultado atribuido a qualidade da agua
utilizada durante o enxague (ALFA; OLSON; AL-FADHALY, 2010). O nivel de
endotoxina desejavel na agua usada, no ultimo enxague de instrumentais cirargicos,
é de 0,25 unidades de endotoxinas (UE)/mL (UNITED KINGDON DEPARTMENT OF
HEALTH, 2016a).

Desta forma, esfor¢cos no sentido de disponibilizar pontos que fornecam
agua purificada (destilada ou de osmose reversa), na area de limpeza e seu uso em
lavadoras, contribuem, para a seguranca do processamento, de igual modo a
conservacao desses equipamentos (AAMI, 2007). A agua destilada deriva-se da
ebulicdo da agua, que resulta em vapor livre de sais inorganicos, bactérias, virus,
cistos e endotoxinas logo ap6s a condensacdo, mas, em geral, € um processo
bastante oneroso para ser utilizado em hospitais (AAMI, 2007; LYON, 2008; UNITED
KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a).

A agua de osmose reversa por sua vez consiste na utlizacdo de
membranas semipermedaveis que removem sais inorganicos da agua, bactérias e
endotoxinas produzindo 4gua com alto grau de pureza (AAMI, 2007; LYON, 2008;
UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). Em alguns sistemas, 0
controle microbiano final pode ser feito com a utilizagéo de filtros que retém particulas
de até de 0,2 um (UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). Uma
limitacdo desse método € o grande volume de dgua que ndo passa pela membrana
de filtracdo e € desprezado. Neste caso, pode-se reaproveita-la em outros setores ou
utilizar um tratamento prévio na agua que reduz o nivel de impureza a ser removida
pelo sistema (LYON, 2008; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a).
PPS criticos, como instrumentais cirdirgicos, que entram em contato com corrente
sanguinea e tecidos 6sseos, ocular ou neuroldgico, devem ter o enxague final com

agua pura, seja de osmose reversa ou destilada (AAMI, 2007; AORN, 2017).
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2.1.2.3 Tipos de limpeza utilizados no processamento de instrumentais cirdrgicos

Iniciada durante a pré-limpeza, a limpeza propriamente dita ocorre, nas
unidades de processamento, quando os instrumentais provenientes do bloco cirtrgico
séo recebidos. A acdo mecanica, necessaria a remocao de sujidade nesta etapa, pode
ser executada de forma manual, com o uso de escovas, ou automatizada, com a
utilizacdo de lavadoras termodesinfectoras ou ultrassénicas, (ALFA, 2013; AORN,
2017; BRASIL, 2008; INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017,
MULLANEY, 2008), sendo ideal ou obrigatéria, em alguns casos, a utilizacdo de um
protocolo que combine os dois métodos (BRASIL, 2012a).

A limpeza manual ocorre, por meio de imersdo do material, em solucéo
contendo 4gua e detergente, em temperatura compativel com o detergente utilizado
(aproximadamente, 50° C) e concentracdo adequadas, por um periodo determinado,
de acordo com a recomendacéo do fabricante do produto (AORN, 2017; BRASIL,
2012a; RUTALA; WEBER, 2019; SOBECC NACIONAL, 2017; WHO, 2016a). Deve-
se atentar para a necessidade de abertura prévia naqueles que apresentam
articulacao, a fim de permitir o contato adequado com a solugéo de limpeza (AORN,
2017; FDA, 2015; INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; WHO,
2016a).

Apds um tempo recomendado de imersdo, a escovacdo da superficie
externa e canais promove a agdo mecanica necessaria para a remocao de residuos.
O processo deve ser realizado ainda com o instrumental submerso, no intuito de
reduzir a formacdo de aerossois, a partir da solucdo de limpeza potencialmente
contaminada, que pode atingir o proprio profissional e também o ambiente (AORN,
2017; WHO, 2016a). Recomenda-se a utilizacdo de escovas especificas para essa
funcdo, fabricadas em nylon com cerdas macias (AORN, 2017; INSTRUMENT
REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; WHO, 2016a), as quais podem ser de
uso Unico ou reprocessaveis. Quando séo reprocessadas, essas escovas devem ser
descontaminadas pelo menos diariamente ou mais frequentemente se necessario
(AORN, 2017; SOBECC NACIONAL, 2017; WHO, 2016a). O uso de produtos
abrasivos pode resultar em dano ao instrumental, aumentando a probabilidade de
retencdo de sujidade (AORN, 2017; SOBECC NACIONAL, 2017).

A execucédo do procedimento de escovacdo deve ser realizada de forma

padronizada, recomendando-se a friccdo da superficie dos instrumentais por pelo
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menos cinco vezes, sendo a escova deslizada do sentido proximal para o distal
(AORN, 2017; BRASIL, 2009; SOBECC NACIONAL, 2017; WHO, 2016a). A inspecao
visual das articulagcdes, dentes e serrilhas deve ser realizada pela maior probabilidade
de acumulo de sujidade nesses locais, a fim de possibilitar a sua remogao completa.

Em canulados, a utilizacdo de escovas especiais compativeis com o seu
diametro € necessaria, assim como a instilacdo de solucbes de limpeza e agua nos
limens que pode ser realizada com o auxilio de pistolas de ar ou 4gua (WHO, 2016b).
A friccdo € uma etapa essencial a remocdo de sujidade, em artigos submetidos a
limpeza manual, uma vez que apenas a imersao em detergente enzimatico ndo se
mostrou suficiente para a reducdo nos niveis de residuos (LUCIANO et al., 2016). O
processo é finalizado com enxague dos instrumentais (AORN, 2017; BRASIL, 2012a;
RUTALA; WEBER, 2019; SOBECC NACIONAL, 2017; WHO, 2016a).

A limpeza manual € indicada em PPS que ndo podem ser imersos,
instrumentais delicados que requerem limpeza especial ou que ndo podem passar
pelo processo automatizado e, como etapa precedente a limpeza automatizada, em
lavadora ultrassonica ou termodesinfectoras para PPS de conformacdo complexa
(AAMI, 2011; AORN, 2017; BRASIL, 2012a; RUTALA; WEBER, 2019; SOBECC
NACIONAL, 2017; WHO, 2016a). No entanto, ainda hoje, muitas instituicdes utilizam
o0 método manual como o unico método de limpeza (CASTON-GAA; RUPARELIA,
2018; MENDONCA et al., 2017).

A limpeza automatizada, por sua vez, é realizada com o auxilio de
equipamentos, como lavadoras termodesinfectoras e ultrassénicas (AORN, 2017). O
uso de lavadoras termodesinfectoras é seguro (MURDOCH et al., 2006; WHO, 2016b)
e promove a reducao efetiva da contaminagédo microbiana (EVANGELISTA et al.,
2015). Esses equipamentos possuem ciclos com etapas que podem variar de acordo
com o modelo e o fabricante.

Em geral, seu processo inclui fases sequenciais de enxague/descarga,
limpeza por meio da presséo de jatos de agua associados a detergentes e bracos
aspersores giratorios direcionados, novo enxague, desinfeccdo térmica em
temperaturas que variam entre 65°C e 95°C e secagem (ALFA; OLSON, 2014;
CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; MURDOCH et al., 2006; UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO, 2016b;). Nesses equipamentos, a

pressdo de bombeamento, fluxo e qualidade da agua, temperatura, tempo,
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concentracdo de detergente sdo variaveis criticas que determinam a sua efetividade
(ALFA; OLSON, 2014; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH; 2016a).

Durante a etapa de limpeza, a temperatura da agua deve atender as
recomendacdes do fabricante do agente de limpeza utilizado no processo (em torno
de 45°C). Na fase de termodesinfeccao, utiliza-se uma combinacgéo entre valores de
tempo e temperatura que devem atingir uma taxa de letalidade ou AO minimo de 600
(ASSOCIAC}AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2013). Esse valor é definido
como o efeito de desinfec¢do resultante da exposi¢cdo a 80°C por um periodo de um
segundo por um microrganismo com um valor de Z de 10°C, sendo Z o0 aumento na
temperatura necessario para causar a reducao decimal desse microrganismo (ROHM-
RODOWALD et al., 2013; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a).
Essa medida pode ser alcancada, por exemplo, utilizando-se a temperatura de 80°C
por 10 minutos ou 90°C em um minuto.

As especificacdes, para o funcionamento, validacdo e manutencdo de
termodesinfectoras, sao previstas na ABNT NBR ISO 15883. Ao utilizar esse
equipamento, a qualidade da limpeza pode ser afetada em virtude da preparacao dos
itens a serem processados, da utilizacdo da capacidade de carga adequada e do
posicionamento dos itens processados, visto que os dispositivos devem ser atingidos
durante a limpeza (CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018).

Todavia, como qualquer equipamento, o uso de lavadoras
termodesinfectoras pode estar relacionado a falhas, principalmente decorrente da néo
ndo adesdo aos protocolos e normas vigentes para o seu bom funcionamento. A
contaminacgdao de instrumentais com residuos de proteina, carboidratos e endotoxinas,
acima dos niveis esperados apés limpeza nesses equipamentos, foi relacionada a
baixa qualidade da agua utilizada na etapa de enxdgue (ALFA; OLSON; AL-
FADHALY, 2010). Ainda, a falta de manutencdo e padronizacdo desses
equipamentos, conforme normas estabelecidas e nem sempre implementadas e
monitoradas pelas instituicdes, sdo apontadas como a causa para niveis elevados de
proteina e matéria orgéanica residual recuperados em instrumentais cirdrgicos
submetidos a limpeza em lavadoras desinfectoras (LIPSCOMB; SIHOTA; KEEVIL,
2006; MURDOCH et al., 2006).

A limpeza em lavadora ultrassonica é recomendada em materiais que
apresentam desafios ao processo de limpeza, como articula¢des, fendas, liumens,
serrilhas e cremalheiras (AORN, 2017; RUTALA; WEBER, 2019; UNITED KINGDON
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DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO, 2016a), dispositivos com pecas pequenas
e como etapa preliminar a limpeza em lavadora termodesinfectora (KAUFFMAN;
JOSEPH, 2011; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a).

Sua efetividade esta relacionada a um processo conhecido como
“cavitacdo”, que consiste em ondas de energia sonora de alta frequéncia, geradas por
meio de transdutores, que, propagadas em meio aquoso, criam mindsculas bolhas,
que acumulam energia até se colapsarem na superficie dos instrumentais, produzindo
areas localizadas de vacuo que deslocam os contaminantes (JATZWAUK; SCHONE;
PIETSCH, 2001; KAUFFMAN; JOSEPH, 2011; RUTALA; WEBER, 2019; UNITED
KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). Alguns modelos possuem ainda
conectores que promovem fluxo, na parte interna de dispositivos canulados, durante
0 processo de limpeza, potencializando a capacidade de remocéo de residuos nesse
tipo de instrumental (ALFA et al., 2006; ALFA; NEMES, 2004; UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a).

A limpeza realizada por lavadoras ultrassdnicas sofre influéncia da
frequéncia, intensidade e amplitude de sonicacéo, temperatura da 4gua, presenca de
detergente na solugédo (tipo e concentracdo) e tempo (JATZWAUK; SCHONE;
PIETSCH, 2001; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; MASON,
2016). Em geral, uma temperatura entre 27° C e 43°C, tempo de exposicao entre cinco
e 10 minutos, frequéncia de sonicacdo proxima a 40 KHZ (KAUFFMAN; JOSEPH,
2011; MASON, 2016; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO,
2016a) sao parametros recomendados para promover a limpeza adequada.

Quanto menor a frequéncia ultrassbnica, maiores as bolhas formadas,
durante a cavitacdo e maior o impacto da atividade ultrassdnica, ja que a concentracao
de residuos, na solucéo de limpeza, pode afetar esse processo bem como a presenca
de bolhas na agua utilizada para a limpeza (KAUFFMAN; JOSEPH, 2011). Assim,
recomenda-se que seja realizado um ciclo regular com a cuba preenchida apenas por
agua, sem instrumentais, por cinco a oito minutos para promover a desgaseificacéo
(KAUFFMAN; JOSEPH, 2011; WHO, 2016a). Aléem disso, como a cavitacao ocorre
em meio liquido, é fundamental que o instrumental esteja completamente submerso e
seus canais preenchidos (KAUFFMAN; JOSEPH, 2011). Quando utilizado de forma
correta, lavadoras ultrassonicas reduzem o tempo de manipulacao pelos profissionais
e o0 tempo total de limpeza do instrumental minimizando o risco de exposicao a
contaminantes (KAUFFMAN; JOSEPH, 2011).
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A legislacéo brasileira exige a utilizacdo da limpeza automatizada, em
lavadora ultrassonica ou outro equipamento de eficiéncia comprovada com a presenca
de conectores para canulados e tecnologia de fluxo intermitente, para PPS de
conformacéo complexa (presenca de limen inferior a cinco milimetros, fundo cego ou
espaco interno inacessivel para a friccdo direta, reentrancias ou valvulas) (BRASIL,
2012a).

O design do PPS tem grande relevancia para o alcance de sua limpeza e,
consequentemente, esterilidade e também é apontado como um fator que afeta a
qualidade do processamento (COSTA et al., 2018; INSTRUMENT REPROCESSING
WORKING GROUP, 2017; LOPES et al., 2019; SHEITOYAN-PESANT et al., 2017).
Esse € um aspecto que deve ser levado em conta, quando se planejam e fabricam
novos produtos e mesmo durante sua aquisicdo (FDA, 2015; INSTRUMENT
REPROCESSING WORKING GROUP, 2017). Instrumentais cirdrgicos apresentam
area de dificil acesso as etapas de limpeza, como a presenca de ranhuras, serrilha e
articulagbes e uma grande rotatividade dada a frequéncia com que sao utilizados em
procedimentos, exigindo-se atencéo para o seu processamento (ALFA, 2013; COSTA
et al., 2017; LOPES et al., 2019; MURDOCH et al., 2006).

A presenca de sujidade grosseira em PPS, antes de serem submetidos a
limpeza em lavadoras ultrassénicas, pode contaminar a solucdo e a cuba da lavadora
(EVANGELISTA et al., 2015; KAUFFMAN; JOSEPH, 2011; MATI, 2018). A acéo de
limpeza, promovida pelo equipamento associado a presenca de detergente na
solucéo, remove a sujidade dos instrumentais cirirgicos que se torna dissolvida na
solucéo de limpeza, podendo depositar-se no equipamento durante seu uso (AORN,
2017). A cuba da ultrassonica deve passar por lavagem, desinfeccéo (alcool 70%),
enxague e secagem diariamente ou, preferencialmente, a cada uso, a fim de prevenir
a formacdo de biofilmes e acumulo de endotoxinas (AORN, 2017; KAUFFMAN;
JOSEPH, 2011; WHO, 2016a).

O uso de ultrassonica nao esta indicado para itens fabricados em cortica,
vidro, borracha, madeira e cromo além de agulhas, endoscopios rigidos e outros
dispositivos delicados (KAUFFMAN; JOSEPH, 2011). Além de tudo, diferentes tipos
de metais ndo devem ser submetidos ao mesmo ciclo de processamento, uma vez
que, durante o processo de cavitacao, ions provenientes de um tipo de metal podem
se soltar e aderir ao outro (KAUFFMAN; JOSEPH, 2011).
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O meétodo automatizado é apontado como mais efetivo em relagcdo ao
método manual (ALFA, 2013; ALFA et al., 2006; ALFA; NEMES, 2003, 2004; ALFA,
OLSON; AL-FADHALY, 2010; AORN, 2017). Tal fato é atribuido a variacbes de
técnicas durante a limpeza entre os profissionais, maior carga de trabalho, tempo
dispendido, risco ocupacional e aumento na disseminacdo ambiental de
microrganismos (AORN, 2017; SOBECC NACIONAL, 2017). A utilizacdo de
equipamentos automatizados, no entanto, apesar de representar grande avanco
tecnologico na érea de limpeza de PPS, ndo exclui a necessidade de validacéo,
manutencdo regular e profissionais treinados para opera-las (ALFA, 2013; AORN,
2017; DURO, 2013; WHO, 2016a).

A validacdo é um procedimento documentado com o intuito de demonstrar
que um processo produzira, de forma consistente, um produto que esteja de acordo
com especificacbes pré-determinadas (AORN, 2017; BRASIL, 2012a; UNITED
KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016b; WHO, 2016a). Deve ser aplicada a
todos os equipamentos utilizados no processamento de PPS e consiste na realizagao
de testes que incluem: qualificacdo de instalagédo, de operacdo e de desempenho
(AORN, 2017; BRASIL, 2012a; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH,
2016b; WHO, 2016a).

A qualificacdo de instalacdo garante que o0 equipamento tenha sido
instalado, de acordo com suas especificacdes, enquanto a qualificacdo de operacao
atesta que, depois da qualificacdo de instalacdo, o equipamento opera dentro dos
parametros, sendo que ambas sdo fornecidas pelo fabricante ou distribuidora
(BRASIL, 2012a; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016b). Com a
qualificacdo de desempenho, assegura-se que, apos as qualificacdes de instalacdo e
operacdo, o equipamento apresenta desempenho adequado por, no minimo, trés
ciclos sucessivos, com parametros idénticos, utilizando-se a carga de maior desafio,
sendo recomendada uma requalificacdo anual (BRASIL, 2012a; UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016b).

Depois da qualificacdo, o desempenho dos ciclos desses equipamentos
deve ser continuamente monitorado, pelo menos semanalmente (ALFA, 2013; AORN,
2017; DURO, 2013), para garantir que atinjam o nivel de limpeza esperado (WHO,
2016a). Os principais parametros incluem a dosagem de detergentes, tempo de

exposicao, temperatura, drenagem, calibracdo, qualidade da agua, forca de cavitacéo
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e de fluxos capazes de promover a limpeza (DURO, 2013; MASON, 2016; UNITED
KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016b).

A qualificacdo dos ciclos de limpeza, em lavadoras termodesinfectoras,
pode ser feita com o uso do soil test, ou teste de sujidade cuja composi¢ao deve conter
pelo menos sangue desfibrinado, mucina e gema de ovo (UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). Em geral, o produto apresenta-se em po, que
misturado a agua simula a presenca de sangue e outras matérias organicas. O produto
é aplicado com um pincel sobre o instrumental cirdrgico cobrindo, principalmente,
ranhuras e articulacdes e deixado para secar por 30 minutos antes de ser colocado
na lavadora. Deve ser entdo acionado o programa de limpeza, sem secagem e
verificado se houve sua remogéao ao final do ciclo (UNITED KINGDON DEPARTMENT
OF HEALTH, 2016b).

Podem ser utilizadas, ainda, placas impregnadas que simulam a presenca
de sujidade (MASON, 2016). A leitura desse teste € realizada, por meio de inspecédo
visual da quantidade de residuo removido, de acordo com um guia de interpretacéo
fornecido pelo fabricante (ALFA, 2013). Outra alternativa comercialmente disponivel,
contudo, ainda sem estudos sobre sua utilizacdo, € o uso de indicadores quimicos
multiparamétricos capazes de monitorar simultaneamente, por exemplo, tempo,
temperatura, cavitacées e concentracdo de detergente em ultrassoénicas.

A atividade em lavadoras ultrassbnicas pode ser avaliada pelo padrao de
erosao que é criado em uma folha de papel aluminio exposta ao banho por um curto
periodo (UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO, 2016a).
Especificamente, a forca de cavitacdo pode ser avaliada pelo uso de testes
disponiveis comercialmente (Sono-check®), podendo ser aplicados anualmente
(MASON, 2016; WHO, 2016a).

Em seguida a limpeza, seja pelo método manual ou automatizado, o
instrumental deve passar por enxadgue. Além de promover a remoc¢do da sujidade
desprendida pelos processos de limpeza, o enxague deve remover também possiveis
residuos quimicos, resultantes do uso de detergentes, da superficie dos instrumentais
(AORN, 2017; INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; UNITED
KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO, 2016a). O uso de agua tratada
nesta etapa € recomendado e evita a recontaminacao do instrumental (AAMI, 2011;
AORN, 2017; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). Niveis

elevados de endotoxinas na agua utilizada no enxague podem contribuir para a
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permanéncia de contaminacdo por esses residuos em PPS, depois da limpeza,
enguanto minerais, em quantidade superior a 50 ppm, podem ocasionar manchas e a
deterioracdo dos instrumentais, além de tornar as solu¢des de detergente enzimatico
menos efetivas (DANCER et al., 2012; FDA, 2015).

Em seguida ao enxague, o instrumental deve ser criteriosamente seco. A
permanéncia de goticulas de agua nesta etapa favorece a sobrevivéncia e o
crescimento microbiano, inibe a acdo do 6xido de etileno, dilui os agentes quimicos
liguidos desinfetantes e podem causar oxida¢do ou manchas nas superficies dos PPS
(AAMI, 2011).

2.1.2.4 Monitoramento da etapa de limpeza

O monitoramento da limpeza é de fundamental importadncia para o
processamento do instrumental (ALFA, 2013; AORN, 2017; BRASIL, 2012a; FDA,
2015; WHO, 2016a, 2016b). A validacdo desse processo € vital, para o alcance da
esterilidade logo ap6s o processamento, pois minimiza a possibilidade submeter itens
que ndo foram adequadamente limpos a esterilizacédo, o que pode associar-se a falha
do método (BRASIL, 2012a). A técnica mais simples e mais utilizada neste sentido é
a inspecéao visual (AORN, 2017; DURO, 2013; FDA, 2015; MASON, 2016; WHO,
2016a, 2016b).

O procedimento consiste na avaliacdo criteriosa de toda a superficie do
instrumental a olho nu, do sentido proximal para o distal, a fim de verificar a
permanéncia indesejada de sujidade, posteriormente, a etapa de limpeza (BRASIL,
2009; FDA, 2015; MASON, 2016; WHO, 2016a). Deve ser iniciado, durante o
enxague, tornando-se obrigatdrio em todos 0s PPS nas etapas de secagem e preparo
(BRASIL, 2012a; INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017,
RUTALA; WEBER, 2019; WHO, 2016a). Durante essa ultima etapa, recomenda-se
sua complementacdo pelo uso de lentes intensificadoras (BRASIL, 2009, 2012a;
INSTRUMENT REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; RUTALA; WEBER,
2019; WHO, 2016a, 2016b) que auxiliam na visualizagdo de areas criticas, como
articulagcdes, ranhuras e encaixes. A legislacéo brasileira exige o uso de lentes com

capacidade de aumento minimo de oito vezes (BRASIL, 2012a).
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A inspecao dos itens, durante essa etapa, deve ser realizada em superficie
passivel de desinfeccdo por alcool 70%, a fim de evitar a recontaminacdo dos
instrumentais (AORN, 2017; SOBECC NACIONAL, 2017; WHO, 2016a). De mais a
mais, o uso de luvas deve ser considerado, a fim de minimizar a transferéncia de
residuos entre as maos dos profissionais e os instrumentais. Uma polpa digital pode
transferir até 0,51 nanograma/mm? de proteinas a superficie de aco inoxidavel,
enquanto a utilizagcdo de luvas pode reduzir esse valor para menos de 0,06
picograma/mm? (HOWLIN et al., 2009).

Por se tratar de uma técnica subjetiva, os critérios que determinam se um
instrumental esta ou ndo limpo, precisam ser previamente definidos (FDA, 2015) e a
equipe treinada para essa avaliagdo. Instrumentais nos quais a presenca de sujidade
é detectada devem ser novamente submetidos ao protocolo de limpeza (SOBECC
NACIONAL, 2017; WHO, 2016b), evitando-se praticas, como a friccdo com alcool,
uma vez que esse atua aumentando a fixacdo da sujidade. Fatores como intensidade
e fonte de iluminacao, na area de inspecao, restricdes de tempo e numero elevado de
instrumentais processados diariamente (AORN, 2017; LIPSCOMB; SIHOTA; KEEVIL,
2008; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a) podem afetar a
confiabilidade da técnica.

Apesar de amplamente empregada, a inspecao visual € um método com
baixa sensibilidade quando comparado a outros disponiveis (DURO, 2013; MASON,
2016). A deteccédo de sujidade pelo método de fluorescéncia foi possivel em 84,3%
(27/32) dos instrumentais avaliados, enquanto, por inspecao visual, apenas 9,4%
foram considerados inadequados (DESCOTEAUX et al., 1995). Em outro estudo, a
porcentagem de instrumentais considerados com alto nivel de contaminacdo por
fluorescéncia foi de 66% versus 4% detectados por inspecédo visual (LIPSCOMB;
SIHOTA; KEEVIL, 2008).

A desvantagem do método é que permite apenas a verificagdo de sujidade
visivel, nas superficies externas, apresentando limitagcdes na deteccao de residuos
microscopicos (AORN, 2017; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH,
2016a). Sua falha, em evidenciar a presenca desses residuos, foi demonstrada pela
deteccdo de niveis elevados de Adenosina Trifosfato (ATP) (LING; LIM; GOH, 2015)
e endotoxinas (ALFA; OLSON; AL-FADHALY, 2010) em instrumentais previamente

considerados limpos.
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O uso da inspecdo visual também nao é suficiente, para detectar sujidade
residual, em produtos de conformacdo complexa, principalmente, contendo limens.
Nestes casos, 0 uso de boroscopio, dispositivo que atua como endoscopio e projeta a
imagem da superficie analisada de forma amplificada para uma tela, pode ser
empregado (SOBECC NACIONAL, 2017). O uso desse equipamento permitiu a
identificacdo de restos de tecido e cerdas de escovas que nao eram visiveis a
inspecéo visual, em canais de succédo da peca de mao de shaver, utilizados em
artroscopia (TOSH et al., 2011). Assim, a inspecao visual pode ser um bom método
para identificacdo de contaminagcdo grosseira, entretanto deve ser complementada
com testes quimicos capazes de identificar residuos microscopicos (MASON, 2016).

Dada a variedade de procedimentos, em que sao utilizados instrumentais
cirdrgicos, podem apresentar diferentes contaminantes residuais depois da limpeza
que ndo podem ser visualizados a olho nu. A monitorizacdo de niveis de ATP,
proteina, hemoglobina, endotoxina, carboidrato e microrganismos podem ser
utilizados como parametro para a avaliagdo da qualidade dessa etapa (ALFA, 2013;
CLOUTMAN-GREEN et al., 2015; DURO, 2013). A combinacdo de dois métodos,
simultaneamente, pode ser util dada a diferente natureza quimica desses residuos
(CLOUTMAN-GREEN et al., 2015). Na pratica, métodos para a monitorizacdo dos
niveis de ATP e proteinas sdo os mais utilizados.

A mensuracao dos niveis de ATP, por bioluminescéncia, tem se mostrado
como alternativa a complementacédo da avaliagéo visual, pois permite a monitorizacéo
do processo em tempo real. Ademais, sua utilizacao é simples e a leitura do resultado
imediata, fornecendo um resultado quantitativo, o que define critérios objetivos para a
avalicado da qualidade da limpeza.

O teste € realizado, por meio da obtencao de um suabe da superficie a ser
avaliada, que € imerso em um tubo, contendo reagente e logo inserido em um
dispositivo portétil para a leitura. A mensuracdo é realizada de forma indireta,
utilizando-se o ensaio de bioluminescéncia de luciferina-luciferase, que resulta na
geracdo de um sinal luminoso, convertido em unidades relativas de luz (RLU), por
meio de um leitor denominado luminbmetro em poucos segundos. A quantidade de
luz emitida nesta reacdo € proporcional ao nivel de ATP, possibilitando, assim, a
mensuracao de residuos de matéria organica, na superficie avaliada, tanto como a
contaminagdo microbiana, uma vez que o ATP esta presente na célula de todos os
organismos vivos (BOMMARITO; WITCHER; THORNHILL, 2011).
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Essa técnica, contudo ndo pode ser empregada como um marcador de
contaminacgao microbiana, uma vez que mede todo o ATP celular e ndo apenas aquele
proveniente de microrganismos (ALFA; FATIMA; OLSON, 2013; GRIFFITH et al.,,
2000; HANSEN; HILGENHONER; POPP, 2008; SHAMA; MALIK, 2013). Assim,
pingcas com niveis elevados de ATP, em seguida ao procedimento cirdrgico, nao
necessariamente apresentam contaminacao bacteriana em sua superficie, visto que
se trata de uma molécula que pode se originar de outros residuos (SAITO et al., 2014).

Na literatura, ndo h& consenso sobre o0s niveis adequados de ATP a serem
considerados, para instrumentais cirdrgicos, pois verificaram-se valores de limite
diversos que variam entre 30 e 150 RLU (HEATHCOTE; STADELMANN; 2009; LING;
LIM; GOH, 2015; VEIGA-MALTA, 2016). Nas unidades de processamento, 0s niveis
de ATP podem ser padronizados, conforme uma série historica construida, no préprio
servico, a fim de determinar a média dos menores valores possiveis de serem
alcancados ap6s a etapa de limpeza (LING; LIM; GOH, 2015). Todavia, ao se
determinar 0s niveis aceitaveis para cada servigo, propde-se um protocolo que
abranja a padronizacdo da area avaliada (cm?), a metodologia e o nimero de
amostras obtidas, além do dispositivo utilizado para mensuracdo, sendo que existe
grande variabilidade entre diferentes marcas. Sendo assim, em baixos niveis de
contaminacgao, a mensuracao dos niveis de ATP pode néo ser adequada (WHITELEY;
GLASBEY; FAHEY, 2016).

A monitorizacdo dos niveis de proteina, também, pode ser utilizada com a
finalidade de avaliar a qualidade da limpeza, pois pode representar 0 maior residuo
presente em instrumentais cirargicos apés o uso (CLOUTMAN-GREEN et al., 2015).
Esse comportamento € incentivado, acima de tudo, em paises com alto risco de
transmissdo da doenca de Creutzfeld Jacob, caracterizada pela presenca de prion,
um fragmento de proteina resistente a maioria dos métodos utilizados no
processamento de PPS (PERRETT; NAYUNI, 2014; UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). A reducéo nos niveis de proteina total diminui
também a carga de proteina pridnica, quando presente.

No Reino Unido, o departamento de saude definiu como limite maximo de
proteina aceitavel, em instrumentais cirargicos, o equivalente a 5ug de albumina
sérica bovina por lado do instrumental (UNITED KINGDON DEPARTMENT OF
HEALTH, 2016a). Em seguida a limpeza em lavadora desinfectora, 66% dos

instrumentais cirdrgicos apresentavam contaminacdo por proteinas (>4,2ug/mm?) e
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apenas 7% apresentaram baixo nivel de contaminacéo (até 420ng/ mm?) (LIPSCOMB,;
SIHOTA; KEEVIL, 2008). Estudos prévios demostraram a presenca de instrumentais
cirdrgicos, aptos ao uso, apresentando carga microbiana de até 1173ug (BAXTER et
al., 2006) ou 2228 mg por instrumental (MURDOCH et al., 2006), evidenciando o risco
de contaminacao cruzada a partir desses instrumentais.

Diversas metodologias podem ser utilizadas para a determinacédo da carga
proteica em instrumentais cirurgicos. Os kits baseados em testes colorimétricos sdo
praticos e de facil aplicabilidade na rotina dos servicos de processamento. Seu uso
exige a aplicacdo de suabe umidificado que deve ser rolado na superficie do
instrumental e, em seguida, introduzido em uma solucdo que contém o reagente
(UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a). Esses testes fornecem
resultados semiquantitativos, por meio da mudanca de cor dos reagentes, que pode
ocorrer na presenca de até 1 pg de proteina. As duas principais metodologias
aplicadas incluem testes baseados na reacdo de biureto, incluindo suas variantes e
no uso de ninidrina (LIPSCOMB; SIHOTA; KEEVIL, 2016; PERRETT; NAYUNI, 2014).

A reacdo de biureto caracteriza-se pela mudanca de cor de azul para
violeta, em solucdes de sulfato de cobre, quando em meio alcalino, na presenca de
proteinas (PERRETT; NAYUNI, 2014). Este achado € a base, para um outro teste,
amplamente empregado na deteccdo de proteinas, que inclui o uso de acido
bicinconinico. Neste caso, a amostra é, inicialmente, misturada a uma solucao alcalina
contendo sal de cobre. O ion cuprico (Cu?*) sequestra as ligacdes peptidicas,
resultando em sua reducdo para ion cuproso (Cu*) que reage com o0 acido
bicinconinico provocando a mudanca na coloracdo da solucdo, que se torna roxa
(PERRETT; NAYUNI, 2014).

Na comparac¢do entre dois métodos de monitoracao de limpeza, a utilizacédo
de teste de ATP apresentou vantagens, quanto ao uso de testes de proteina, baseado
na reacao de biureto (VEIGA-MALTA, 2016). De acordo com os resultados deste
estudo, instrumentais cirdrgicos com resultado negativo, para a deteccéo de proteina,
foram classificados como ndo adequados pelo teste de ATP. As principais limitagcdes
apontadas ao uso desse teste foram a dificuldade, para determinar precisamente a
coloragédo assumida pelo teste, apos a reacdo e o tempo de incubacédo inadequado,
resultando em leituras ndo confiaveis.

Em testes que utilizam a ninidrina, este composto reage com 0 grupo a-

amino de aminoacidos primarios, em pH em torno de 5,5, resultando na producéo de
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CO2, NH3 e um aldeido com um carbono a menos que o original (BHAGAVAN, 2002;
PERRETT; NAYUNI, 2014). A mudanca de coloracdo de amarelo para azul/violeta
resulta da reacdo do NHs com a ninidrina (BHAGAVAN, 2002). Todavia estudos
recentes demostraram a baixa sensibilidade da ninidrina na deteccao de proteinas,
além da limitacdo no emprego da técnica de suabes umedecidos em agua na remocao
de proteinas aderidas a superficie de instrumentais cirdrgicos (NAYUNI et al., 2013).

Uma proposta € o uso de técnicas, para a detec¢do de proteinas, baseados
em fluorescéncia, ou seja, emissao de luz a partir de uma amostra que se deseja
analisar (PERRETT; NAYUNI, 2014). Assim, os residuos de proteinas, previamente
corados por um marcador de proteina fluorescente (SYPRO Ruby), podem ser
visualizados por meio de microscopia de contraste de interferéncia diferencial/
epifluorecéncia (HOWLIN et al., 2009; LIPSCOMB et al., 2006a; LIPSCOMB; SIHOTA,
KEEVIL, 2006, 2008). Nesse mesmo método, existem ainda solu¢cées em forma de
spray que permitem a deteccdo, localizacdo e mensuracdo do nivel residual de
proteina em toda a superficie do instrumental (ProReveal) (PERRETT; NAYUNI,
2014).

Apesar de representar um dos residuos mais importantes na contaminacgao
de instrumentais cirdrgicos, a presenca de microrganismos, ndo pode ser facilmente
evidenciada na pratica. Estudos que abordam a avaliagdo da contaminacao
microbiana de instrumentais  cirargicos (CHAN-MYERS; MCALISTER;
ANTONOPLOS, 1997; CHU et al., 1999; EVANGELISTA et al., 2015; SAITO et al.,
2014) utilizam a infraestrutura e técnica laboratorial, 0 que impede seu uso de forma
rotineira nos servicos de processamento.

O nivel residual de hemoglobina é util em instrumentais que tém contato
direto com sangue (CLOUTMAN-GREEN et al., 2015). O teste, para a presenca de
hemoglobina, é realizado, por meio de uma reacdo enzimatica na presenca de sangue
em um suabe, que altera a cor da solugcdo na presenca de uma quantidade de
hemoglobina estabelecida pelo fabricante. O monitoramento da etapa de limpeza deve
ser realizado com periodicidade definida, em protocolo da unidade processadora,
mantendo-se o registro desses dados (BRASIL, 2012a).
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2.2FORMACAO DE BIOFILME

Bactérias possuem duas formas de vida distintas, a plancténica, na qual as
células podem mover-se livremente, ou séssil, em que as células microbianas formam
estruturas organizadas chamadas de biofilmes (GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008;
LINDSAY; VON HOLY, 2006). O biofilme é a forma mais comum e mais bem-sucedida
de sobrevivéncia de microrganismos no ambiente (FLEMMING et al., 2016).
Estruturalmente, eles sdo compostos por uma pequena propor¢ao de microrganismos
(cerca de 10%), com uma Unica ou multiespécies, sendo o restante representado pela
matriz polimérica, que os envolve.

Naqueles constituidos por multiespécies, os microrganismos podem se
estabelecer de forma independente ou apresentarem interacbes entre 0S grupos
envolvidos (FLEMMING et al., 2016). Quando estabelecem relacdo de sinergismo, 0s
microrganismos cooperam entre eles (FLEMMING et al., 2016), resultando, em geral,
em aumento de resisténcia a antimicrobianos ou a resposta imunolégica dos
pacientes. Em relacbes de antagonismo, esse microrganismos podem competir por
nutrientes e provocarem inibicdo de crescimento microbiano entre as espécies
(SCHWERING et al., 2013).

A matriz, por sua vez, € resultante da aglomeracédo de EPS, na qual, em
torno de 97% da sua estrutura € composta por adgua, assemelhando-se a um hidrogel,
além de &cidos nucleicos, proteinas, polissacarideos, lipidios, minerais ou
componentes do sangue, dependendo do ambiente em que se desenvolvem
(FLEMMING et al.,, 2016; FLEMMING; WINGENDER, 2010; HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY, 2004; HALL-STOODLEY et al., 2012).

O processo que leva a formacao de um biofilme é continuo e envolve a
fixacdo de microrganismos a uma superficie, sua multiplicacdo e coagregacdo em
multicamadas, producéo de EPS e dispersao microbiana (DIETRICH et al., 2013;
LINDSAY; VON HOLY, 2006; OTTO, 2009). Didaticamente, esse processo pode ser
dividido em trés estagios, como apresentado na FIGURA 1.

A aderéncia inicial de microrganismos € a primeira etapa de formacao do
biofilme. Caracteriza-se por ser um processo reversivel, resultante de uma série de
interacdes simultdneas (DONLAN, 200la). Esse processo € influenciado por
caracteristicas do microrganismo (espécie, concentracdo, presenca de apéndices

celulares e carga elétrica), da superficie (composi¢cdo quimica, rugosidade e carga
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elétrica) e do meio circundante (temperatura, disponibilidade de nutriente, pH,
condicbes de fluxo) (DONLAN, 200la; GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008;
ROBERTS, 2013).

Figura 1 - Estagios de formacao do biofilme: 1) aderéncia inicial e formacéo de
microcolbnias, 2) maturagao e 3) dispersao.

2 ' Liberagdo

; ‘ Biofilme maduro i de
Células 1 Agregados ou lul
planctonicas microcoldnias -
e Inicio do OS | -

Adesao reversivel

Fonte: adaptado de Macedo e Abrahan (2009).

Adesio irreversivel

Em instrumentais cirdrgicos, a aderéncia microbiana pode ocorrer
diretamente ou mediada pela formacédo de um filme condicionante (LINDSAY; VON
HOLY, 2006). O processo de aderéncia direta envolve a aproximacdo (menor que 1
namémetro) de microrganismos a superficie, que pode ocorrer de forma aleatéria ou
por meio de mecanismos de quimiotaxia ou de motilidade. A probabilidade de
aderéncia resulta entdo de um balanco entre forcas atrativas e repulsivas (interacdes
eletrostaticas, carga elétrica superficial celular e da superficie, forcas de van der
Waals e forca hidrodinamica) exercidas entre a superficie a ser colonizada e o
microrganismo (DONLAN; COSTERTON, 2002; DUNNE, 2002; O'TOOLE; KAPLAN;
KOLTER, 2000; SCHEUERMAN; CAMPER; HAMILTON, 1998; TRENTIN; MACEDO,
2013; VERMELHO; BASTOS; SA, 2007).

Na aderéncia mediada, inicialmente, moléculas e pequenas particulas sao
transportadas para a superficie de colonizacao, por difusdo molecular ou mesmo pela
forgca gravitacional, formando uma camada de condicionamento de composi¢céo
uniforme, que tem influéncia importante na fase subsequente de adsorcao e atragédo
de microrganismos para a superficie (LAPPIN-SCOTT; BASS, 2001). Os



50

componentes dessa camada condicionante podem alterar caracteristicas da
superficie favorecendo a aderéncia microbiana (GARRETT; BHAKOO; ZHANG,
2008). Em PPS reutilizaveis, o filme condicionante € formado, a partir da precipitacdo
de fluidos corporais, que facilitam a aderéncia microbiana subsequente (ROBERTS,
2013).

Nesta etapa inicial, a interacdo entre o microrganismo e a superficie &
mantida por ligacdes quimicas fracas (DONLAN, 2001a), havendo, assim, maior
probabilidade de remocao dessas estruturas. Quando ndo séo removidos por meio da
limpeza, esses microrganismos iniciam um processo de multiplicacdo e agregacao
celular que resulta em uma aderéncia irreversivel decorrente do seu processo de
desenvolvimento (ROBERTS, 2013).

A maturacdo do biofilme ocorre, por meio de um processo continuo,
dindmico e oneroso, do ponto de vista do alto consumo de energia, que envolve a
sintese e a excrecdo de EPS que se liga a moléculas organicas e inorganicas do
ambiente circundante formando a matriz, estrutura fundamental na sua formacgéo e
manutencdo (DUNNE, 2002; FLEMMING et al., 2016). A composi¢ao do EPS pode
variar entre diferentes biofilmes, a depender do microrganismo presente, condi¢cdes
de fluxo no ambiente, temperatura e disponibilidade de nutrientes (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010).

Na estrutura do biofiilme, a matriz desempenha diversas fungdes.
Determina a organizagao espacial (microestrutura morfolégica) e a estabilidade do
biofilme, mantendo as células bem proximas, o que lhes permite estabelecer
interacbes do tipo comunicacdo célula-célula e as relacdes de sinergismo entre
microrganismos de diferentes espécies (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Contribui também a manutencdo de um habitat favoravel, atuando na
obtencéo, armazenamento e circulacdo de nutrientes e outras moléculas por meio de
canais (DONLAN, 2001a). Atua, ainda, como um sistema digestivo externo, para 0s
microrganismos nela embebidos, estabilizando as enzimas digestivas extracelulares
produzidas, metabolizando componentes celulares provenientes de lise celular e os
disponibilizando como fonte de energia (FLEMMING et al., 2016; FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

A matriz tem papel critico, ainda, na capacidade de resisténcia a agentes
externos agressivos, a exemplo dos antimicrobianos (DONLAN, 2001a; DONLAN;
COSTERTON, 2002; FLEMMING et al., 2016; LAZAR, 2011). Neste sentido, atua
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como uma barreira fisica protetora aos microrganismos ai contidos, conferindo-lhes
uma resisténcia natural, que néo é inerente a sua forma plancténica, mas decorrente
da expressao fenotipica ou comportamental tipica de biofilmes, conhecida como
recalcitrancia ou tolerancia (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY; 2004;
LAZAR, 2011).

Diversos mecanismos estdo envolvidos nesse aumento da resisténcia,
como a neutralizagcéo ou diluicdo de moléculas nocivas pela matriz antes que possam
atingir os microrganismos, a presenca de zonas de dorméncia, ou seja,
microrganismos com baixa taxa metabdlica, o que prejudica, por exemplo, a atuacao
de antimicrobianos, além de subpopulacdes resistentes no interior dos biofilmes e
ainda a transferéncia horizontal de genes de resisténcia (HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY; 2004; FLEMMING et al., 2016).

A etapa de maturacdo resulta, entdo, na formacdo de uma estrutura
tridimensional, compacta na qual a fixacdo dos microrganismos torna-se irreversivel,
na auséncia de intervengdo quimica ou fisica (DONLAN, 2001a; DUNNE, 2002).

A Ultima etapa envolvida na formacdo de biofimes é a fase de
desagregacao ou ruptura, a qual consiste na dispersdo de microrganismos, a partir do
biofilme, por meio de perda de bactérias em pequenos grupos, via processo continuo
de erosdo ou desprendimento de grandes grupos de células, sendo esse menos
frequente (LAPPIN-SCOTT; BASS, 2001). A desagregacdo pode relacionar-se a
diversos fatores, como uma perturbacdo externa ou a processos internos no biofilme
(degradacao enzimatica enddgena e liberagcdo de EPS ou proteinas ligadoras de
membrana), a auséncia ou dificuldade de difusdo de nutrientes e/ou oxigénio, a
diminuicdo do pH e acumulo de metabdlitos secundarios téxicos (HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY; 2004; FLEMMING et al., 2016).

A dispersao pode se dar pela liberacdo de células individuais, grupos de
células ainda envoltas em EPS ou, por meio da migracéo de bactérias pela superficie
(HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY; 2004), o que gera uma remodelacao
continua da matriz de EPS (FLEMMING et al., 2016). Esses fragmentos ou células
dispersas podem colonizar novas superficies ou causar novos episodios de infec¢ao
(FLEMMING et al., 2016).

O complexo processo de formacao desagregacao de biofilme é controlado,
em parte, por um mecanismo de comunicacao entre bactérias que ocorre, por meio

da transmissdo de sinas elétricos, ou mais comumente, pela troca de pequenas
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moléculas organicas ou proteinas (FLEMMING et al., 2016; WHITELEY; DIGGLE;
GREENBERG, 2017). Os sistemas que utilizam sinalizagdo quimica sdo conhecidos
como quorun-sensing e atuam por meio da liberacdo extracelular de moléculas
conhecidas como autoindutores pelas bactérias (FLEMMING et al., 2016;
JAYARAMN; WOOD, 2008; PAPENFORT; BASSLER, 2016).

Os autoindutores se acumulam no microambiente dos microrganismos em
resposta a densidade populacional bacteriana aumentada (JAYARAMN; WOOD,
2008; PAPENFORT; BASSLER, 2016). Essas moléculas sao captadas pelas células
vizinhas e induzem a expresséo de genes especificos (FLEMMING et al., 2016; FUX
et al., 2005; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY; 2004; JAYARAMN;
WOOQOD, 2008; PAPENFORT; BASSLER, 2016; WHITELEY; DIGGLE; GREENBERG,;
2017).

Apesar da capacidade bacteriana em detectar a sinalizacdo, em qualquer
concentracdo, a comunicacdo mediada por autoindutores, frequentemente, ocorre
com uma forma de concentra¢éo dependente (JAYARAMN; WOOD, 2008). Assim, as
bactérias monitoram os niveis de autoindutores, para promoverem mudancas em seu
namero de células e alterar coletivamente o padrédo global de expressdo de genes,
visando a adaptacdo e a sobrevivéncia das mudancas ambientais continuas
(JAYARAMN; WOOD, 2008; PAPENFORT; BASSLER, 2016). Processos assim
controlados sdo improdutivos e onerosos, quando realizados por uma Unica célula
microbiana, mas se tornam efetivos em grupo, acontecendo, portanto, em condicdes
de alta densidade populacional (JAYARAMN; WOOD, 2008; PAPENFORT,
BASSLER, 2016).

A comunicagdo via quorum sensing ocorre tanto em bactérias Gram-
positivas quanto em Gram-negativas por meio de diferentes moléculas sinalizadoras
(WHITELEY; DIGGLE; GREENBERG; 2017). Em bactérias Gram-negativas, a classe
mais comum de autoindutor € a acil homoserina lactona (transcrita pelo gene Luxl-
type sintethase) que se difunde livremente dentro e fora da célula ligando-se a
receptores especificos no interior da membrana ou no citoplasma (PAPENFORT;
BASSLER, 2016). Em bactérias Gram-positivas, difere-se tanto pelo tipo da molécula
do autoindutor, que, neste caso, € um peptideo (autoinducing peptideo, AIP) quanto
pelo mecanismo de reconhecimento de sinalizacdo e deteccao.

O AIP é sintetizado, como um peptideo precursor, modificado e exportado

das células, utilizando-se maquinario de transporte de proteinas (JAYARAMAN;
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WOOD, 2008). A sinalizacao e reconhecimento do AIP ocorre ndo pela ligacao direta
com um receptor, mas por meio de um sistema de transducdo com sinalizacao de dois
componentes, nos quais o AIP liga-se a um sensor histidina quinase ligadora de
membrana, e as informagfes vinculadas sé@o retransmitidas a célula, por meio da
fosforilacdo de uma proteina reguladora de resposta que finalmente se liga ao gene
promotor- alvo para regular a expresséao génica (JAYARAMAN; WOOD, 2008).

Os métodos disponiveis, para a analise de biofilmes, empregam cultura
microbiolégica, apds o desprendimento de microrganismos embebidos na matriz, por
meio de raspagem e/ou sonicacdo ou de igual modo pela combinacéo de sonicacédo e
agitacdo ou sua visualizacdo por técnica de microscopia eletrénica diretamente na
superficie de aderéncia (COENYE; NELIS, 2010; DEVA; ADAMS; VICKERY, 2013;
LINDSAY; VON HOLY, 2006). A técnica de sonicagdo tem se mostrado efetiva
remocao, para posterior isolamento de microrganismos envolvidos e tem sido utilizada
ao diagnostico de infeccéo relacionada a proteses de joelho e quadril (TRAMPUZ et
al., 2007).

No entanto, dada a estrutura complexa dos biofilmes, o emprego de
métodos nao destrutivos, que permitam compreender melhor sua microestrutura
morfologica, formacédo, desenvolvimento, resisténcia e as interacdes microbianas na
matriz do biofilme se fazem necessarios (COENYE; NELIS, 2010). Os métodos visuais
incluem a microscopia de epifluorescéncia, utilizando corantes ou microscopia
eletrbnica de varredura, de transmisséo ou de forgca atdmica que fornece informacgdes

sobre as propriedades da superficie.

2.2.1 Biofilme como um desafio para o processamento de instrumentais

cirargicos

Microrganismos podem formar biofiimes em, praticamente, todas as
superficies, sejam bidticas ou abibticas. Sua presenca representa uma preocupacao,
em diversos setores, sobretudo na area de saude, uma vez que, quando presentes,
representam um reservatorio de bactérias que pode se relacionar a infeccbes
cronicas, além de proteger as células microbianas da acdo de antibiéticos e
esterilizacdo (ALFA, 2013; GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008).
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Em pacientes, a presenca de biofilmes, em tecidos corporais (pulméo,
ouvido, valvulas cardiacas e feridas) e em dispositivos médicos implantaveis (tubo
endotraqueal, cateteres venosos e urinarios), associa-se a quadros cronicos de
infeccdo (HALL-STOODLEY et al.,, 2012; LINDSAY; VON HORY, 2006). Em PPS
passiveis de processamento, a presenca de biofilme é relatada, ainda que apés
processo de desinfeccdo, em endoscopios (REN-PEI et al., 2014), ou em
instrumentais cirdrgicos, depois da esterilizacdo (COSTA et al., 2018; LOPES et al.,
2019; SMITH et al., 2018).

Instrumental utilizado para a obtencdo de amostras de tecidos 6sseos
apresentou uma cavidade interna inacessivel, durante a limpeza, que permitiu a
permanéncia de sujidade e a recuperacdo de S. coagulase-negativa nesses
dispositivos mesmo depois do processo de esterilizacdo (STAUBITZ; RAY; HARRIS,
2017). Neste caso, o problema foi solucionado, substituindo-se o referido instrumental
por outro, de mesma funcéo, cujo design permitia que fosse desmontado durante o
processamento. Assim, todos os esforcos devem ser feitos a fim de encaminhar a
esterilizacdo a um produto livre de biofilmes.

A ocorréncia de ISC, relacionada a sobrevivéncia de microrganismos, apos
limpeza inadequada, em especial, em PPS com design complexo, tem sido relatada.
A retencdo de sujidade, em canulas de artroscopia e no canal de suc¢do da peca
manual de shavers, relacionou-se a falha da esterilizagcdo desses produtos e a
ocorréncia ISC em pacientes submetidos a artroscopia (TOSH et al., 2011). Resultado
semelhante foi observado por Parada et al. (2009) que descreveram um surto de cinco
casos de artrite séptica, em seguida a reconstrucdo do ligamento cruzado anterior,
atribuido a retencéo de sujidade na por¢éo canulada de um sistema de fixacéo tibial.

Outro estudo conduzido, em pacientes com ISC pds-craniotomia,
identificou o tempo prolongado de ressecamento de matéria organica e o design
complexo de aspiradores cirdrgicos como fatores que determinaram a limpeza e,
consequentemente, esterilizacéo inefetiva nesses produtos (SHEITOYAN-PESANT et
al.,, 2017). Tais achados ressaltam a relevancia da limpeza adequada no
processamento de PPS. A presenca de microrganismos viaveis, na superficie de
instrumentais cirargicos aptos ao uso, pode contribuir para a ocorréncia de ISC
(DANCER et al., 2012).

Apesar de bem estabelecidas, a ndo adesdo as boas praticas de

processamento de PPS é relatada, principalmente, em paises de média e baixa renda
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em decorréncia, em especial, da falta de treinamento dos profissionais e de insumos
basicos como, escovas e detergente apropriados, secagem, falhas na utilizacéo de
um fluxo unidirecional (FAST et al., 2017; O'HARA et al., 2015). Um levantamento
realizado, por meio do sistema de registro de seguranca do paciente na Pensilvania,
identificou um aumento no nimero de eventos agudos associados a presenca de
material bioldgico, em instrumentais cirdrgicos entre 2005 e 2015, decorrente de seu
processamento inadequado (DAVIS, 2017).

O processamento de PPS tem papel fundamental na prestagcéo de cuidado
seguro e prevencdo da transmissao de agentes infecciosos, sendo apontado como
uma medida importante na reducdo das taxas de ISC (ANDERSON et al., 2014;
AORN, 2017; RUTALA; WEBER, 2019; WHO, 2009, 2016a). Apesar de a maioria das
ISC relacionarem-se a microrganismos de origem enddgena, ou seja, da prépria
microbiota do paciente podem derivar também de fontes exdgenas, como
instrumentais cirdrgicos contaminados que séo introduzidos nos pacientes, durante
sua utilizagcdo (ALFA, 2019; WHO, 2016a), o que justifica a exigéncia de sua
esterilizacdo entre o uso em diferentes pacientes. A exemplo de sua importancia, a
confirmacédo da esterilidade do instrumental € um dos itens incluidos no time out, ou
seja, antes da incisdo, na lista de verificacdo de cirurgia segura (WHO, 2009).

A possibilidade de aderéncia microbiana e formacdo de biofilme, em
instrumentais cirdrgicos, relaciona-se ao seu contato direto e prolongado com matéria
organica e inorganica, além de microrganismos, que pode se dar ndo somente no ato
cirdrgico, mas também durante toda a etapa de limpeza até que seja realizada a
esterilizacdo. Alids, a presenca de outros residuos organicos e inorganicos, como
areas de dificil acesso a limpeza, em instrumentais como serrilha, articulacéo e
cremalheira, levam a possibilidade de formacao e permanéncia de biofilme nesses
materiais (COSTA et al., 2017; LOPES et al, 2019; RUTALA; WEBER, 2019; WHO,
2016a). Contudo o processo de formacao de biofilme, como ocorre de forma gradual,
pode ser interrompido se a limpeza e esterilizacao forem realizadas prontamente apos
0 USO.

Alguns patégenos sdo comumente associados a contaminacdo de
instrumentais cirdrgicos, como Staphylococcus aureus, SCN e Pseudomonas
aeruginosa. Entre eles destaca-se S. epidermidis pela alta frequéncia com que é
isolado nesses materiais logo ap0s o0 uso e durante a etapa de limpeza
(EVANGELISTA et al., 2015; PINTO et al., 2010; RUTALA et al., 1998; SAITO et al.,
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2014; VILAS-BOAS; LEVY; FREITAS, 2009). Tal ocorréncia pode relacionar-se ao

fato de que essa bactéria € um colonizante comum de pele e mucosas.

Pertencente ao grupo dos SCN, esses microrganismos apresentam forma
de cocos Gram-positivos agrupados em cachos (BECKER; HEILMANN; PETERS,
2014; OTTO, 2009) e, na maioria das vezes, estabelece uma relacao de simbiose com
humanos. Entretanto podem apresentar potencial patogénico, quando em contato com
o tecido do hospedeiro, por meio de ruptura de barreira cutanea, inoculacdo ou
implante de dispositivos meédicos, o que foi demostrado a partir de 1980 (BECKER,;
HEILMANN, PETERS, 2014).

Sua relevancia como causador de infec¢cdes tem sido ressaltada, em
pacientes idosos, portadores de multipatologias e imunocomprometidos. Tem sido
reconhecido, ainda, como importante agente causal de infeccdes relacionadas a
dispositivos médicos implantaveis (cateter venoso central, préteses, marcapasso,
implantes mamarios) por sua capacidade de formacéo de biofilme nesses materiais
(BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014; O'GARA; HUMPHREYS, 2001; OTTO, 2009).

S. epidermidis foi o agente etiolégico em 31% dos casos de infeccdes
associadas a cateter vascular (EHLERS et al., 2018) e representou 9% de amostras
clinicas provenientes de culturas bacterianas positivas de dispositivos médicos
inseridos em pacientes hospitalizados (REVDIWALA; RAJDEV; MULLA, 2012). Dados
publicados pelo National Health Care Safety Network apontam que SCN foi o
microrganismo mais frequentemente isolado em ISC e infecgbes associadas a
dispositivos implantaveis nos Estados Unidos.

Esses microrganismos, também, sdo apontados como reservatério de
genes de resisténcia (OTTO, 2009). No Brasil, Staphylococcus coagulase negativa
foram os principais agentes etiolégicos de infeccdo primaria de corrente sanguinea
em UTI adulto, pediatrico e neonatal com perfil de resisténcia a oxacilina, variando
entre 75% e 80,4% (BRASIL, 2017a).

Casos de infecgbes relacionadas a permanéncia desses microrganismos,
em instrumentais cirargicos, foram reportados em pacientes submetidos a cirurgias
limpas ortopédicas e oftalmologicas (DANCER et al., 2012). Apesar do numero de
infeccbes ser reduzido, em relagdo ao volume de procedimentos realizados, a
transmissao via dispositivos contaminados, quando ocorre, tem um potencial para

causar surtos (FDA, 2018). Por se tratar de uma parcela que pode ser evitada, a



57

gualidade e a efetividade do processamento de instrumentais cirdrgicos merecem ser
analisadas (ALFA, 2013).

Considerando que, segundo o National Institute of Health, cerca de 65% a
80% das IRAS sdo relacionadas a presenca de biofilmes (HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY, 2004). A compreensao da sua dinamica de formacéao,
tanto quanto as repercussdes da sua permanéncia, na superficie de instrumentais
cirurgicos, repercute diretamente na melhoria da seguranca do paciente submetido ao
cuidado cirdrgico.
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3MATERIAL E METODOS

3.1DELINEAMENTO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo experimental, no qual o pesquisador é um agente
ativo, que determina um objeto de estudo (contaminacdo bacteriana e remocao de S.
epidermidis em instrumental cirdrgico), seleciona as variaveis capazes de influencia-
lo (tempo de contaminacao, tipo de limpeza, area do instrumental) e define formas de
controle e de observacdo dos efeitos que a variadvel produz no objeto (CHEHUEN
NETO, 2012; GIL, 2010).

3.2LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG), em parceria com o Laboratorio de Microbiologia
Oral e Anaerbébios (MOA)/Departamento de Microbiologia e com o Centro de
Microscopia da UFMG (CM-UFMG).

Os experimentos foram conduzidos no laboratério MOA, como a
preparacdo de meios de cultura, esterilizagdo dos fragmentos, cultivo de amostras
microbioldgicas, contaminacdo do instrumental, simulagdo da limpeza dos materiais e
preparacao inicial de amostras para microscopia.

No CM-UFMG, as amostras foram submetidas as etapas de preparacéo
para se obter micrografias, por meio da analise nos microscépios eletrénicos de
varredura Quanta 200 ESEM (FEI™) e FIB — Quanta FEG 3D (FEI™).

3.3MATERIAL DE ESTUDO

3.3.1Corpo de prova

Foram utilizadas, como corpo de prova, 108 pingas cirurgicas do tipo crile
reta (ABC instrumentais cirargicos, Sdo Paulo, Brasil). Esse instrumental possui
funcdo hemostatica e é utilizado, durante o procedimento cirargico, com a finalidade

de preensdao da extremidade de vasos seccionados até que seja possivel a
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hemostasia definitiva. Para os experimentos, foi utilizado instrumental novo, sem uso
prévio, fabricado de acordo com padrfes internacionais de qualidade, atendendo as
normas da ABNT NBR ISO 7153-1 (ABNT, 2006) e registrado junto ao ministério da
saude (REG. MS: 10304850059). De acordo com a referida ISO, esse tipo de material
contém porcentagem de carbono que varia entre 0,16 e 0,25, manganés de até 1,
fosforo de 0,04, enxofre de 0,03, silicio de 1 e cromo entre 12 e 14.

Os instrumentais foram seccionados com o uso de um disco, especifico
para o corte de aco inoxidavel acoplado a uma esmerilhadeira 4.1/2 9557HN (Makita®,
Ponta Grossa, Brazil) a qual foi adaptada em sua extremidade um compressor de ar
comprimido que auxiliou na refrigeracdo da pinca, minimizando danos ao metal
decorrente do aumento da temperatura. Para manter a padronizacdo, em relacdo ao
tamanho dos fragmentos, a esmerilhadeira foi adaptada a um suporte (Black Jack™).
Em cada pin¢a, foram seccionados trés fragmentos de um centimetro, representativos
das areas de serrrilha, haste e cremalheira (FIGURA 2), perfazendo um total de 216
fragmentos. As trés areas foram definidas por apresentarem diferentes desafios ao
processo de limpeza: presenca de serrilha, ranhuras na cremaheira e superficie lisa

na haste.

Figura 2 - Pinca crile reta (14 cm) e respectivas areas seccionadas para analise.

(&

peprsiis o

Para fins de padronizacdo dos resultados encontrados, os fragmentos
foram mensurados com o auxilio de um paquimetro eletrénico e a area total de sua
superficie assim definida: cremalheira - 7,4 cm?, serrilha — 8,0 cm?, haste - 8,3 cm?,

Para garantir sua esterilidade, os fragmentos foram a limpeza

automatizada, em lavadora ultrassonica (USC-2800, Engesolutions®, Sdo Paulo,
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Brasil) (40kHz), enxaguados em agua destilada, colocados sobre papel absorvente
para secagem, empacotados em SMS (Spunbonded/Meltblow/spunbonded) e
submetidos a esterilizagdo por vapor saturado sob pressdo a 121°C por 15 minutos,

como condicao prévia a sua contaminacao controlada durante o experimento.

3.3.2 Microrganismo utilizado

Foi utilizada uma amostra clinica de S. epidermidis que se encontrava
criopreservada em freezer a -80°C. Sua identificag&o foi previamente realizada, por
meio de MALDI-TOF (ANEXO A), sendo todos os ensaios realizados, a partir do

repigue da amostra original criopreservada.

3.3.3 Protocolo do experimento — Modelo in vitro

A linhagem bacteriana, mantida refrigerada a 80°C negativos, foi
descongelada. Em capela de fluxo laminar (Veco®, Campinas, Brazil), foi semeada
em Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco Laboratories Inc., Detroit, MIl, USA) e incubada por
18-24 horas a 37° em estufa bacterioldgica (Fanen®, Carandiru, Brasil).

Em seguida ao periodo de incubacdo, com o auxilio de uma alca
bacterioldgica, retiraram-se trés a quatro coldnias isoladas, que foram prontamente
inoculadas em trés mL de Tryptic Soy Broth (TSB) - (Difco Laboratories Inc., Detroit,
MI, USA). A Densidade 6ptica (DO) da suspenséo bacteriana resultante foi mensurada
com o auxilio de Densi CHECK™ Plus (BioMerieux Inc, Rio de Janeiro, Brasil), a um
comprimento de onda de 580 namémetros (DOsso). A DOsso do indculo foi ajustada
entre 0,56 e 0,60, o que corresponde a uma concentragdo de aproximadamente
1,5x108 Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC/mL). Um tubo contendo
TSB foi usado como branco para calibracdo do aparelho.

Uma aliquota de 50 pL da suspensao bacteriana preparada foi transferida
para frascos previamente esterilizados, contendo 5 mL de TSB, formando uma
solucdo na concentracdo de 10 UFC/mL, aos quais foram acrescentados trés
fragmentos de pingcas esterilizados (serrilha, haste e cremalheira), cada um
representativo de uma area a ser analisada, como exibido no fluxograma (FIGURA 3).

Os fragmentos foram depositados nesses frascos de forma a garantir contato
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constante com a solucdo contaminante. Para cada tempo analisado, trés frascos
contendo os fragmentos foram preparados, sendo um para controle positivo,
submetido apenas a contaminacdo, sem intervencdo posterior e dois destinados a
avaliacao dos protocolos de limpeza propostos (manual ou automatizado).

Os frascos foram entéo incubados a 37°C, sob agitacao constante de 100
rpm em agitador orbital 110-O+ACOP.E (Ovan®, Barcelona, Spain) (FIGURA 4A) por
1, 2, 4, 6, 8 e 12 horas totalizando, assim, 18 frascos por ensaio. Para a analise
microbiolégica, os ensaios foram conduzidos em triplicata biolégica, enquanto, para a

analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi conduzido um ensaio.

Figura 3 - Fluxograma das etapas da coleta de dados.
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Posteriormente aos respectivos tempos de incubacdo, cada frasco foi
removido do equipamento. Os fragmentos contidos neles foram retirados com o auxilio
de uma pinca esterilizada e entdo submetidos a lavagem, em cabine de fluxo laminar
(Veco®, Campinas, Sao Paulo) (FIGURA 4B) para a remocdo das células

plancténicas.
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Figura 4 - A. Agitador orbital (Ovan, I110-O+ACOP.E) com controle de temperatura. B-
Cabine de fluxo laminar (Veco®).

Realizou-se a lavagem com 3 mL de &gua destilada. Os frascos foram
homogeneizados, manualmente, por meio de cinco movimentos circulares e a solugao
descartada. Esse processo foi repetido por seis vezes seguidas. Apés a
contaminacgéo, os fragmentos foram conduzidos de forma diferenciada conforme o

grupo analisado:

a) GRUPO 1: CONTAMINACAO

Fragmentos submetidos apenas a contaminacdo bacteriana, seguida de
enxague, para a remocao de células plancténicas, como descrito anteriormente, foram
encaminhados para a andlise microbiologica ou da microestrutura morfolégica por
meio de MEV. Assim, tratou-se de instrumentais utilizados como controle positivo,
para a avaliacdo da aderéncia bacteriana a superficie do instrumental, ao longo dos

diferentes tempos de contaminacgéao testados.

b) GRUPO 2: CONTAMINACAO SEGUIDA DE LIMPEZA MANUAL

Fragmentos submetidos a contaminacéo e posterior limpeza manual.

ApoOs a contaminacao, fragmentos desse grupo foram depositados em um
frasco esterilizado com 5 mL de solucdo de detergente enzimatico que continha seis
enzimas (lipase, carboidrase, alfa-amilase, celulase, protease e peptidase) (Indazyme
6 ST, Indalabor®, Dores do Indaia, Brasil). A solugéo foi preparada com agua destilada

esterilizada a 40°C obedecendo-se a orientacdo de diluicdo do fabricante (2 mL/litro).
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Os instrumentais foram mantidos imersos por 5 minutos (conforme recomendacéo do
fabricante) e, em seguida, transferidos para uma placa de petri esterilizada onde se
procedeu a escovacao. A friccdo da superficie de cada fragmento foi realizada com
uma escova plana reutilizavel com cerdas flexiveis e macias, em nylon (Batrik®,
Montreal, Canadd) esterilizada. Os fragmentos foram presos para friccdo, com o
auxilio de uma pinca esterilizada. A escovacao foi realizada por cinco vezes, sempre
no mesmo sentido, sendo que, para cremalheira e serrilha, foi realizada em direcéo
as ranhuras (WHO, 2016a).

As escovas utilizadas nesta etapa foram previamente submetidas a limpeza
por imersdo em detergente enzimatico por 5 minutos, enxague em agua corrente,

secas, empacotadas e submetidas a esterilizagdo em vapor saturado sob presséo.

c) GRUPO 3: CONTAMINACAO SEGUIDA DE LIMPEZA
AUTOMATIZADA
Fragmentos submetidos & contaminacao e posterior limpeza automatizada.
A limpeza automatizada foi realizada em lavadora ultrassénica (Unique®)
(FIGURA 5). Previamente ao experimento, foi realizada a sua qualificacdo de
desempenho pela utilizacdo do teste TOSI®. Os fragmentos foram depositados, em
um frasco esterilizado contendo 5 mL de solucéo de detergente enzimético (0 mesmo
utiizado no protocolo de limpeza manual) a 40°C e submetidos a limpeza
automatizada, em lavadora ultrassonica (modelo USC-2800, Engesolutions®, S&o
Paulo, Brasil) por 10 minutos (WHO, 2016a). Logo apés o ciclo de limpeza, fez-se o

enxague dos fragmentos.
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Figura 5 - Lavadora ultrassénica (Unique®).

O enxague foi realizado da mesma forma para os grupos 2 e 3. Os
fragmentos foram transferidos para frascos contendo 5 mL de &gua destilada
esterilizada e homogeneizados, manualmente, em movimentos circulares, por 10
segundos. Logo apés, foram depositados sobre papel absorvente esterilizado para a
drenagem do excesso de agua e encaminhados para analise.

Neste experimento, procurou-se controlar possiveis variaveis
intervenientes, como a execucdo da limpeza sempre pelo mesmo pesquisador,
durante todo o experimento, a concentragdo correta do detergente enzimatico apds a
diluicdo bem como temperatura adequada. Todos os procedimentos de limpeza foram

realizados no laboratoério.

3.3.3.1 Métodos de analise

A andlise dos fragmentos foi realizada, por meio de dois testes analiticos
distintos: um destinado a andlise quantitativa (cultura microbiolégica) com contagem
da carga microbiolégica por centimetro quadrado (UFC/cm?) e outro de carater
qualitativo, em que se procurou demonstrar a presenca de aderéncia celular e
formacao de biofilme, por meio de micrografias obtidas, a partir de MEV.

a) Cultura bacteriana
Cada fragmento submetido a contaminacao ou ao protocolo de limpeza foi

transferido, separadamente, para um tubo de polipropileno esterilizado (Eppi™;
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Eppendorf, Hamburg, Germany), contendo 1,1 mL de agua miliQ com o auxilio de uma
pinca esterilizada. Optou-se pelo uso de um tubo rigido pelo menor risco de
contaminacgdo do lavado resultante (TRAMPUZ et al., 2007). Apés a transferéncia, 0os
tubos contendo os fragmentos foram fechados, mantendo-se a esterilidade do
conteudo.

A técnica escolhida, para o desprendimento das células aderidas aos
fragmentos, foi a sonicagdo. Com esta finalidade, procedeu-se a transferéncia dos
tubos para um suporte que foi depositado em um recipiente contendo 4gua destilada.
Foi acrescentado gelo na parte externa, a fim de manter a temperatura, com agua em
torno de 22°C, o que se relaciona ao aumento da viabilidade celular (MONSEN et al.,
2009). Os tubos foram posicionados de forma que os fragmentos estivessem
totalmente submersos. Foram realizados cinco ciclos de sonicagdo de um minuto, em
um desruptor de células (Unique®, Indaiatuba, Brasil), com intervalo de um minuto
entre eles, a uma frequéncia de 40 KHz. O intervalo entre os ciclos foi utilizado, a fim
de evitar o rompimento de células e, em consequéncia, a perda de viabilidade celular
durante o procedimento. Logo depois, os fragmentos foram submetidos a forte
agitacao em vortex por um minuto (TRAMPUZ et al., 2007).

A partir do lavado resultante dessa etapa, aliquotas de 50 pL foram
semeadas com o auxilio de uma alca de Drigalski, em duplicata, sobre Tryptic Soy
Agar (TSA) (Difco®) para o isolamento e quantificacdo de bactérias totais. Foi
realizada a diluicdo seriada até a concentracdo de 10 no grupo de contaminacéo e
102 e 10! nos grupos de limpeza manual e automatizada, respectivamente. As
diluicdes foram determinadas, conforme crescimento microbiolégico apresentado,
durante o estudo piloto, a fim de se obter placas com contagem microbioldgica até 300
UFC. As placas foram incubadas, em estufa bacteriolégica (Fanen®, Carandiru,
Brasil) a 37°C, em atmosfera ambiente por 24 horas. Depois desse periodo, o nimero
de colbnias, em cada placa, foi contado manualmente e convertidas em UFC/cm? do
fragmento analisado. Para a analise, a contagem de microrganismos, realizada a partir
de uma aliquota de 50ul, foi convertida para o0 niumero de bactérias no volume total da
solugéo (1.100pl).

b) Microscopia eletronica de varredura (MEV)
A MEV foi utilizada, para observar, ao longo do tempo, a dinamica de

aderéncia dos microrganismos ao instrumento e consequente formacao de biofilme



66

nessa estrutura. Para fixacdo, os fragmentos foram colocados, em tubos de
polipropileno esterilizados, aos quais foi acrescentado 1 mL de uma solucéo de 2.5%
de glutaraldeido a 0,2M e mantidos a temperatura de 4°C durante 24 horas. Apés esse
periodo, essa solucao foi retirada e procedeu-se a lavagem, adicionando-se 1 mL de
agua destilada ao tubo e removendo-a logo em seguida. A amostra foi, finalmente,
acondicionada em 1 mL de tampé&o fosfato 0,2 M, sendo encaminhada ao CM-UFMG.

No CM, as amostras foram submetidas, em sequéncia, a fixacao
secundéria, por meio de duas etapas de tetroxido de ésmio, intercaladas com o uso
de &cido tanico (método O.T.O), desidratacdo em concentracfes crescentes de alcool
(35%, 50%,70%,85% e 95%), secagem em ponto critico de COz2, por meio do secador
automético Leica EM CPDO030 (Wetzlar, Alemanha), montagem em stubs (suportes
circulares de aluminio) e metalizacédo por meio da deposi¢cao de uma camada de ouro.
Finalmente, as amostras foram analisadas por MEV nos equipamentos Quanta 200
ESEM (FEI™) ou FIB — Quanta FEG 3D (FEI™). As etapas de preparacdo das
amostras destinadas ao MEV, descritas acima, seguiram o protocolo do CM- UFMG
(ANEXO B).

Durante a andlise, os fragmentos foram levados ao microscopio e, em cada
um, foram selecionados, no minimo, cinco regibes, para a verificagcdo da

microestrutura morfolégica do microrganismo aderido.

3.4VARIAVEIS DO ESTUDO

Para atender os objetivos propostos, foram selecionadas as variaveis:

Variavel dependente

a) Carga de S. epidermidis em instrumental cirargico.

A contagem de microrganismos em UFC/cm? foi determinada em trés
diferentes momentos:

— ApOs contaminacgéo dos fragmentos.

— Ap6s limpeza manual.

— Ap0s limpeza automatizada.
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Variaveis independentes
a) Tempo de contaminacdo dos fragmentos

Os fragmentos foram contaminados por S. epidermidis por seis diferentes
intervalos:

— 1 hora.

— 2 horas.
— 4 horas.
— 6 horas.
— 8horas.

— 12 horas.

b) Forma de apresentacdo da bactéria
As bactérias aderidas a superficie dos fragmentos foram classificadas em:
— Aderéncia inicial — microrganismos aderidos a superficie sem a

presenca de EPS.

— Biofilme: bactérias aderidas a superficie do instrumental e produzindo
EPS.

c) Area do instrumental

Foram definidas trés areas do instrumental, representativas de diferentes
desafios ao processo de limpeza:

— Serrilha - superficie irregular.
— Cremalheira - superficie irregular.

— Haste - superficie lisa.

d) Método de limpeza
Foram avaliados dois tipos de limpeza:
— Limpeza manual.

— Limpeza automatizada em lavadora ultrassonica.
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3.5ANALISE DE DADOS

Foi realizada a contagem dos microrganismos recuperados dos fragmentos
que apresentaram crescimento, em meio de cultura, posterior & etapa de
contaminacgao e de limpeza manual e automatizada. O resultado, representativo de
uma aliquota de 50ul, foi convertido, para se obter o nUmero de organismos presente
na solucdo total de recuperacdo (1100uL). Obteve-se, entdo, o valor para cada
fragmento avaliado em UFC/cm?, apds padronizacéo, conforme as respectivas areas:
haste (8,4cm?), serrilha (8cm?) e cremalheira (7,4 cm?).

Os dados foram convertidos em logio e as médias das triplicatas obtidas. A
analise descritiva dos dados foi realizada em poténcia de 10. A analise estatistica foi
realizada, por meio do teste F(ANOVA), para comparacdes entre as cargas
bacterianas, nas diferentes &reas no material cirargico. Quando verificada
significAncia estatistica na comparagéao entre os grupos (controle, limpeza manual e
limpeza automatica), utilizou-se o teste t-student, a fim de localizar entre quais
fragmentos havia diferenca. Em relacdo as comparacdes entre as cargas bacterianas,
em funcdo do tempo entre fragmento do grupo controle, limpeza manual e
automatizada, utilizou-se o teste t-student, uma vez que as suposi¢cdes usuais do
modelo (normalidade e homocedasticidade) foram atendidas. O nivel de significancia
considerado para inferéncia estatistica foi de 5% (p = 0,05) e o intervalo de confianca
de 95%.

As suposi¢des dos dois testes foram verificadas, mediante a aplicagéo do
teste de Shapiro-Wilk, para a normalidade e o de Levene para homocedasticidade
(TRIOLA, 2011).

3.6 ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de uma pesquisa experimental, em que o objeto de estudo ndo
envolve seres humanos ou material biolégico humano, tornou-se dispensavel a
submiss@o ao Comité de Etica e Pesquisa, observando-se a resolucéo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude para a pesquisa em seres humanos e a norma
operacional 001/2013 que dispde sobre a organizacédo e funcionamento do sistema
CEP/CONEP.
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4 RESULTADOS

Os resultados deste estudo sédo apresentados em topicos. Inicialmente
foram demostrados os dados relacionados a aderéncia microbiana e a formacao de
biofilme apds exposi¢cdo a contaminacdo, sendo abordados tanto pelo aspecto da
contagem microbiana quanto da visualizacdo da estrutura morfologica dos
microrganismos por meio de microscopia eletrénica. Na sequéncia, analisou-se a
capacidade de remocdo desses microrganismos aderidos ao longo do tempo de
exposicdo pelos métodos de limpeza manual e automatizado. Por ultimo, fez-se um
comparativo da aderéncia microbiana entre os trés fragmentos analisados,
considerando os diferentes designs (serrilha, haste e cremalheira) e grupos

analisados (contaminacéo, limpeza manual e automatizada).

4.1RECUPERACAO DA CARGA BACTERIANA EM FRAGMENTOS DE
INSTRUMENTAL CIRURGICO (SERRILHA, HASTE, CREMALHEIRA)
SUBMETIDOS A CONTAMINACAO BACTERIANA

Fragmentos de diferentes areas de pingcas crile (serrilha, haste e
cremalheira), expostos a contaminagéo por cepas de S. epidermidis, em diferentes
intervalos (1, 2, 4, 6, 8 e 12 horas), foram divididos em trés grupos: contaminacao
limpeza manual e automatizada. A carga bacteriana recuperada em cada fragmento
apresentou elevacgéo, ao longo dos tempos avaliados, como apresentado na Tabela
1.

Logo depois de uma hora de contato entre os fragmentos e a solucao
contendo a amostra de S. epidermidis, foi possivel a recuperacdo de microrganismo,
em todos os fragmentos analisados, sendo obtida a menor carga microbiana na haste
(10' UFC/cm?) comparada aos demais fragmentos (10> UFC/cm?). Como observado,
houve manutencdo da carga microbiana recuperada em haste entre os tempos de
duas e seis horas (10° UFC/cm?), intervalo nos quais fragmentos de serrilha e
cremalheira atingiram 10® UFC/cm? e 10* UFC/cm?, respectivamente. Valores
semelhantes de carga bacteriana foram observados em haste, serrilha e cremalheira

nos pontos de duas (102 UFC/cm?) e 12 horas (10* UFC/cm?). A maior carga
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microbiana recuperada entre os fragmentos foi de 10* UFC/cm?, alcancada pela

cremalheira em seis horas, serrilha em oito horas e haste em 12 horas.

Tabela 1l - Média de carga bacteriana, em unidades formadoras de colbnias
(UFC)/cm?, recuperada em instrumental cirlrgico apés contaminagdo por
Staphylococcus epidermidis. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

Tipo de fragmento

Tempo (h) Serrilha Haste Cremalheira
(UFC/cm?) (UFC/cm?) (UFC/cm?)
1 4.3x10? 6.3x10* 1.8x10?
2 6.9x10? 4.2x10° 2.4x10?
4 2.7x10° 5.6x10? 1.4x103
6 6.0x10° 7.8x102 1.1x10*
8 1.7x10* 4.6x10°3 1.6x10*
12 6.4x10% 2.2x10% 5.4x10%

Por meio de MEV, os fragmentos foram analisados quanto as suas
estruturas morfologicas, a fim de determinar a adesdo microbiana e a formacgéo de
biofilme ao longo do tempo. Na FIGURA 6, sdo apresentadas as micrografias de
fragmentos utilizados como controle negativo, ou seja, que nao foram submetidos a
contaminacdo microbiana. Essas imagens ilustram a superficie do instrumental
cirurgico livre de contaminacdo (FIGURA 6A), ap6s contato com o meio de cultura
(TSB) por uma hora (FIGURA 6B), do mesmo modo que submetido a imersdo em

solucdo de detergente enziméatico por cinco minutos (FIGURA 6C).

Figura 6 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos utilizados como
controle negativo. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 2019.

A. Superficie do instrumental cirdrgico; B. instrumental cirdrgico apds contato com meio de
cultura (TSB) e C. instrumental de aco inoxidavel apds contato com solucédo de detergente
enzimatico. Ampliag&o original: A = 5000X, B e C 25000X.
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Nos fragmentos submetidos a contaminacao bacteriana, apés uma hora de
exposicdo (FIGURA 7), observou-se a aderéncia de S. epidermidis na regido de
serrilha com a identificagdo de um agrupamento de células cocoides concentradas em
regido irregular de sulco do fragmento, arranjadas em multicamadas. No fragmento
de haste, contudo nao foi observada a presenca de microrganismos. Na cremalheira,
verificou-se regido com S. epidermidis em fase de aderéncia inicial. Esses achados

encontram-se indicados por uma seta na figura a fim de facilitar sua identificagéo

Figura 7 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico apés uma hora de contaminacdo bacteriana. Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil, 2019.

Cremalheira

A. células cocoides agrupadas em multicamadas em area de sulco em serrilha; B. area de
haste sem evidéncia de aderéncia bacteriana e C. grupamento de células coccoides aderidas
em cremalheira. Ampliag&o original: 10000X, 350X e 5000X.

Nos fragmentos submetidos a duas horas de contaminacdo (FIGURA 8),
evidenciou-se a presenca de material amorfo, esbranquicado, sugestivo de EPS nas
areas de serrilha e cremalheira. A aderéncia de células em forma de cocos em

fragmentos de haste foi observada de forma discreta.
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Figura 8 - Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico apos duas horas de contaminacdo bacteriana. Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil, 2019.
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. Células cocides evols em EPS em serrilha; B. discreta aderéncia de cocos em haste e
C. células cocoides envoltas em EPS em cremalheira. Amplia¢é@o original: 5.000X, 10.000X,
50.000X.

m

No tempo de quatro horas (FIGURA 9), foi verificada a presenca de células
cocoides envoltas em material amorfo (EPS) em fragmentos de serrilha. Células de
aspecto semelhante, agrupadas aos cachos, foram detectadas em ambos os
fragmentos, haste e cremalheira, mas maior concentracdo de microrganismos foi

observada neste ultimo.

Figura 9 - Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirdrgico apés quatro horas de contaminacao bacteriana. Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil, 2019.

emalheira

A. Presenca de EPS envolvendo células cocides em serrilha; B.S. epidermidis agrupadaos
cachos em haste e C. microrganismos agrupados aos cachos em &rea irregular de
cremalheira. Ampliacdo original: 50000X, 25000X e 5000X.

Na sexta hora (FIGURA 10), verificou-se uma aderéncia bacteriana
discreta, em serrilha e haste, porém, nesta Ultima, identificou-se também a expresséo
de EPS aderido a superficie. Na area de cremalheira, a presenca de células cocoides
agrupadas foi observada.
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Figura 10 - Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico apos seis horas de contaminacdo bacteriana. Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil, 2019.

Serrilha ' Cremalheira

CENTRO DE

A. Aderéncia bacterlana dlscreta em serrllha B produgao de EPS a partir de S. epldermldes
em haste e C. células cocoides agrupadas em area de cremalheira. Ampliacdo original:
10000X, 50000X e 10000X.

Apoés oito horas (FIGURA 11) de incubacdo, a presenca de células
agrupadas aos pares, em estagio de adesdo inicial, foi visualizada em serrilha e haste.
Contudo, neste mesmo periodo, no fragmento de cremalheira, foi identificada maior

concentracdo bacteriana, além de células cocoides envoltas em EPS.

Figura 11 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirdrgico apés oito horas de contaminacdo bacteriana. Belo Horizonte,
Mlnas Gerals Brasil, 2019.

“#WCremalheita

A Células cocoides agrupadas aos cachos em area de serrllha B. células em adeséao |n|C|aI
em haste e C. maior concentracdo de células cocoides formando cachos com producédo de
EPS. Ampliag&o original: 10000X, 30000X, 5000X.

Depois de 12 horas (FIGURA 12), observou-se a presenca de biofilmes
mais extensos ocupando as areas de serrilha e cremalheira, sendo possivel evidenciar
sua formacdo com aspecto mais denso na area de cremalheira. Para haste, a
presenca de células cocoides foi evidenciada, assim como a presenca de material

amorfo, em pequena quantidade, ndo sendo possivel afirmar que se tratava de EPS.
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Figura 12 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico apos 12 horas de contaminagcdo bacteriana. Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil, 2019.

”)‘ Q) serriiha B %, A

5. 451 10.4

A. icrrganlsmos vo tos em materl amorfo sestlv de EPS em serri . Células
cocoides isoladas em haste e C. presenca de células cocoides envoltas em EPS formando
biofilme denso em cremalheira. Ampliag&o original: 12000X, 2500X e 15000X.
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4.2 COMPARACAO DOS PROTOCOLOS DE LIMPEZA: MANUAL X
AUTOMATIZADA

A carga bacteriana recuperada nos fragmentos, apés aplicacdo dos
protocolos de limpeza, manual ou automatizada, esté apresentada na Erro! Fonteder
eferéncia ndo encontrada..

Tanto a limpeza manual quanto a automatizada reduziram a carga
bacteriana abaixo de 10?2 UFC/cm?, em fragmentos expostos a solucdo com S.
epidermidis por até 2 horas. Neste intervalo, esses fragmentos demonstraram uma

peguena variagdo, na carga microbiana, entre 1.1 UFC/cm? e 3.2x10! UFC/cm?.

Tabela 2 - Média de carga bacteriana, em unidade formadora de col6nia (UFC) por
cm?, recuperada em instrumentais cirlrgicos apés limpeza manual e
automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

Tempo . Limpeza Manual . . Limpeza automatizada .
h) Serrilha Haste Cremalheira  Serrilha Haste Cremalheira
UFC/cm? UFC/cm? UFC/cm? UFC/cm?  UFC/cm? UFC/cm?
1 8.1 1.0x10* 6.3 1.4 1.1 1.1x10*
2 2.8 2.8 3.2x10* 8.7 3.9 5.7
4 9.0x10* 1.8x10! 1.9x10? 1.9x10! 5.4 9.4
6 8.7x10? 6.4x10! 2.0x10° 6.3x10* 1.3 9.8
8 7.6x102 2.110? 2.3x10° 2.6x10* 5.54 1.1x10*

12 5.9x10° 1.4x10°3 9.8x10° 1.2x10? 1.1x10?2 3.2x102
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No tempo de 4 horas, contudo notou-se uma diferenca da carga microbiana
entre fragmentos de haste e cremalheira que apresentaram apés a limpeza manual
concentracédo na ordem de 10* UFC/cm? e 10?2 UFC/ cm?, respectivamente e abaixo
de 10 UFC/ cm? ap6s limpeza automatizada.

Nos tempos subsequentes, de 6, 8 e 12 horas, a carga microbiana
recuperada em fragmentos submetidos a limpeza manual foi sempre maior que aquela
observada apo6s aplicacdo do método automatizado. No tempo de 12 horas, a
diferenca de carga microbiana entre os dois grupos submetidos a limpeza manual foi
de 1 log, sendo a maior concentracdo obtida, apos a etapa de limpeza manual
(102 UFC/cm?), em relacdo a automatizada (102 UFC/cm?).

A comparagao entre a carga microbiana obtida em fragmentos submetidos
a contaminacdo, em relacdo aquela observada, apdés limpeza manual ou
automatizada, é apresentada na Figura 13.

Pode-se observar um aumento progressivo de carga bacteriana, ao longo
do tempo, no grupo submetido a contaminacgéo, para todos os tipos de fragmentos
avaliados, ou seja, 0 aumento no tempo de contato entre o microrganismo e o
instrumental resultou em maior a aderéncia microbiana. A carga bacteriana, apés a
limpeza manual, acompanhou essa mesma tendéncia até o ponto de 12 horas, exceto
para o tempo de duas horas em fragmentos de serrilha e haste, quando houve uma
discreta reducéo em relacdo ao valor observado no tempo de uma hora. No grupo
submetido a limpeza automatizada, foi observada menor recuperacdo de

microrganismos, ndo ultrapassando 102 até o tempo de oito horas.
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Figura 13 - Média de carga bacteriana em unidades formadoras de col6nia (UFC) por
cm? recuperados em fragmentos de instrumentais cirtrgicos (serrilha,
haste e cremalheira), em diferentes intervalos (horas), no grupo submetido
a limpeza manual e limpeza automatizada, em relacdo ao grupo
submetido a contaminacdo bacteriana. Belo Horizonte, Minas Gerais,

Brasil, 2019.
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Os valores apresentados correspondem a fracdo de reducao (Logio), observado no grupo de
Limpeza manual ou automatizado, em relacéo ao grupo submetido a contaminagédo. Quando
a diferenca foi significativa (P<0,05), os valores foram sinalizados (*).

A reducdo de carga bacteriana proporcionada pelos dois métodos testados
foi calculada pela diferenca entre a carga recuperada no grupo de contaminacéo
bacteriana em relacé@o aos grupos de limpeza manual e automatizada e também foram
representados na Figura 13.

A limpeza manual promoveu uma reducao de contaminac¢ao bacteriana que
variou entre 0,7 e 2,3 logio UFC/cm?, enquanto a limpeza automatizada reduziu entre
1,2 e 3,2 logio UFC/cm?. No grupo de limpeza manual, quando se comparam os trés
fragmentos, cremalheiras apresentaram menor reducéo de carga bacteriana, a partir
de duas horas, enquanto nos fragmentos de haste, esta redugao foi a maior,
observada a partir de quatro horas. No grupo de limpeza automatizada, a reducéao foi
mais homogénea entre 0s grupos e néao foi possivel determinar um padréo.

Essa reducéo foi significativa (p<0,05), em todos os tempos e fragmentos
submetidos a limpeza automatizada, contudo o mesmo néo foi observado em relacéo

a limpeza manual. Neste grupo, ndo houve significancia, no tempo de 12 horas nos
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fragmentos de serrilha, nos tempos de seis e oito horas na haste e em quatro, seis,
oito e 12 horas para cremalheira. Quando a reducdo de carga bacteriana foi
significativa, os valores da reducao proporcionada foram sinalizados (*) na FIGURA
13.

Quando submetidos a MEV, nao evidenciou-se a presenca de
microrganismos, nos fragmentos nos tempos de 1 e 2 horas, apdés contaminacao e
limpeza manual (FIGURA 14).

Figura 14 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico, ap6s uma e duas horas de contaminagédo bacteriana, seguido de
limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.
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Fragmentos submetidos a contaminagcéo bacteriana por 1 hora (A. serrilha, B. haste e C.
cremalheira) ou 2 horas (D. serrilha, E. haste e F. cremalheira) seguida de limpeza manual,
sem evidéncia de aderéncia microbiana. Ampliagéo original: A. 5000X, B, C e D.10000X, E.
25000X e F. 20000X.
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A permanéncia de células com morfologia tipica de S. epidermidis foi
recuperada, no tempo de quatro horas, em todos os fragmentos analisados (Figura

15). Destaca-se a presenca de bactérias em area de sulco observada em serrilha.
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Figura 15 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico, apos quatro horas de contaminagdo bacteriana, seguido de
limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

Cremalheira
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de células

0

J aglomerdo
cocoides em superficie de haste e C. células cocoides aglomeradas aos pares em
cremalheira. Ampliacdo original: A e B. 10000X e C. 25000X.

No tempo de 6 horas, a presenca de células cocoides e EPS foi identificada
em fragmento de serrilha (Figura 16). Nos fragmentos de haste e cremalheira,

contudo néo foi verificada a permanéncia de contaminagéo bacteriana.

Figura 16 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico, ap0s seis horas de contaminacdo bacteriana, seguido de
limpeza manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.
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A. Cocos associados a material amorfo (EPS) em serrilha; ndo foram visualizados
microrganismos em B. haste e C. cremalheira.

No tempo de 8 horas, observou-se a manutencdo de S. epidermidis em
aderéncia inicial em fragmentos de serrilha, bem como a recuperagéo de biofilme, em
pequena quantidade, no fragmento de haste e a presenca de célula cocoides isolada

em cremalheira (Figura 17).



79

Figura 17 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirurgico, apoés oito horas de contaminacao bacteriana, seguido de limpeza
manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.
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A. Celulas cocoides Isoladas em area  serrilha; B. presenca
cobertas por material amorfo em haste e C.células cocoides isoladas em cremalheira.

Apoés 12 horas, a aderéncia microbiana de cocos foi demostrada nos trés
fragmentos analisados (Figura 18), sobretudo, em regido de fendas de cremalheira e

serrilha.

Figura 18 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirurgico, ap6s 12 horas de contaminacgéo bacteriana, seguido de limpeza
manual. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.
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A. Células cocoides em area de sulco de serrilha; B. acumulo de células cocoides em haste e
C. cocos em area irregular de cremalheira.

Quando se tratou de fragmentos submetidos a limpeza automatizada, a
analise por MEV demostrou que esses, em geral, apresentaram menor quantidade de
bactérias visualizadas em relacdo aqueles processados pelo método manual,
evidenciando-se uma efetividade melhor desse método, especialmente, quanto a
remocao de células em aderéncia inicial. Como demostrado na Figura 19, ndo houve
recuperacdo de microrganismos até o tempo de duas horas nos fragmentos
submetidos a limpeza automatizada.
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Figura 19 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico, apos uma e duas horas de contaminagéo bacteriana, seguido de
limpeza automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

Serrilha - 1h |8 EPESE e S Lh Cremalheira = 1h

CM_UI IBear

Cremalheira — 2h

m;

CH_UF! 20 11

Fragmentos submetidos & contaminagédo bacteriana por 1 hora (A. serrilha, B. haste e C.
cremalheira) ou 2 horas (D. serrilha, E. haste e F. cremalheira) seguida de limpeza
automatizada, sem evidéncia de aderéncia microbiana. Ampliacdo original: A. 5000X, B.
10000, C. 5000 e D. e E.5000X e F. 25000X.

No momento de quatro horas ndo foram observadas células bacterianas
em serrilha e haste, no entanto células isoladas foram observadas em fragmentos de

cremalheira como destacado na Figura 20.

Figura 20 - Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirurgico, apos quatro horas de contaminacdo bacteriana, seguido de
limpeza automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.
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N&o houve recuperacgéo de S. epidermidis em A. serrilha e B. haste; C. presenca de célula
cocoide Unica em cremalheira. Ampliagdo original. 10000X, 8000X e 10000x.
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ApoOs a sexta hora de contaminacédo, seguida da limpeza automatizada, a
permanéncia de S. Epidermidis foi verificada em serrilha, mas ndo em haste e

cremalheira (Figura 21).

Figura 21 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirargico, ap0s seis horas de contaminagdo bacteriana, seguido de
Ilmpeza automatlzada Belo Horlzonte Mlnas Gerais, BraS|I 2019

Serrllha

A Celulacocmde e area de serrllha B Haste e CCremalhelra sem eV|denC|ade
contaminagédo apos limpeza automatizada. Amplia¢éo original: 10000X.

Apos a limpeza automatizada, a presenca de biofilme foi verificada em
fragmentos de haste e cremalheira submetidos a oito horas de exposicdo a
contaminagdo por S. epidermidis. (Figura 22). Bactérias aglomeradas em area de

serrilha também foram evidenciadas.

Figura 22 - Microscopia eletronica de varredura de fragmentos de instrumental
cirurgico, apoés oito horas de contaminacao bacteriana, seguido de limpeza
automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

Serrilha | B

A. Presenca de celulas coc0|des em sulco de serrllha B aglomerado de celulas cocoides
cobertas por material amorfo em haste e C. células cocoides embebidas em EPS em
cremalheira. Ampliacéo original: 20000X.
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No tempo de 12 horas, ndo houve recuperacdo de microrganismos em
fragmentos de haste. A permanéncia de biofilme foi identificada em areas de serrilha

e cremalheira (Figura 23).

Figura 23 - Microscopia eletrbnica de varredura de fragmentos de instrumental
cirurgico, ap6s 12 horas de contaminacgéo bacteriana, seguido de limpeza
automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

A. preseng de S. epldermidis envolto por EPS em serrilha B. superficie de haste sem
evidéncia de contaminacao bacteriana e C. presenca de células cocoides envoltas em EPS
em cremalheira. Ampliagéo original: 50000X, 1000X e 50000X.

Apesar de nao ter sido objetivo deste trabalho, ao longo da sua execucao
percebeu-se a presenca de danos estruturais na superficie dos instrumentais

cirargicos (Figura 24).
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Figura 24 - Microscopia eletrénica de varredura da superficie de instrumentais
cirirgicos novos, evidenciando a presenca de dano estrutural na sua
superficie. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

L

Dano estrutural observado em superficie de serrilha (A) e cremalheira (B). Acumulo de
microrganismo, apds contaminacdo em superficie irregular de. Cremalheira (C) e sua
permanéncia apos limpeza manual em crateras na superficie de serrilha (D). Ampliacéo
original: 1000X, 10000X, 5000X e 10000X.

A presenca de poros e crateras na superficie de instrumentais cirdrgicos
novos (Figuras 24 A e B) representam locais propicios a aderéncia microbiana em
fragmentos expostos a contaminacdo (Figura 24 C). Ao longo das andlises, a
presenca de dano estrutural foi evidenciada, principalmente, em areas de cremalheira
e serrilha. Apés limpeza manual, verificou-se a permanéncia de S. epidermidis nestes

locais (Figura 24 D).

4.3COMPARACAO DA ADERENCIA E REMOGCAO DE MICRORGANISMOS
ENTRE AS DIFERENTES AREAS DO INSTRUMENTAL

Trés fragmentos, representativos de areas com diferentes desafios a etapa
de limpeza, foram submetidos a contaminacao por S. epidermidis. A determinacdo da
aderéncia microbiana apds exposi¢do, igualmente, apdés a limpeza manual e

automatizada, para cada tipo de fragmento, esta apresentada na Figura 25.
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Figura 25 -Carga bacteriana recuperada dos fragmentos de serrilha, haste e
cremalheira, em UFC/cm?, em diferentes tempos de contaminacéo
bacteriana. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

- 100000

IS

£ 10000

@)

L

5 1000 /

g *

< 100

% * /V
T 10 >

Qo

o

5 1 >

IS 1 2 4 6 8 12 1 2 4 6 8 12 1 2 4 6 8 12
o

% Contaminacao Limpeza Manual Limpeza automatizada
@)

Tempo (horas)

Haste Cremalheira

= Serrilha

* Observada diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os fragmentos de serrilha
e cremalheira em relagéo a haste.

No grupo exposto a contaminacdo bacteriana, excluindo-se o ponto de 2
horas, as cargas bacterianas recuperadas em haste (superficie lisa) foram inferiores
aquelas verificadas em serrilha e cremalheira (superficies irregulares). Com excecéo
do ponto de limpeza manual, apés 1 hora, as cargas bacterianas recuperadas em
serrilha e cremalheira foram maiores em relacdo as verificadas em haste para os
mesmos tempos analisados. Apesar da baixa recuperacdo de bactérias, nos trés
fragmentos, apés limpeza automatizada, a carga bacteriana da haste ainda manteve-
se abaixo daquela verificada em serrilha e em cremalheira.

A diferenca entre a média de carga bacteriana de serrilha e cremalheira em
relacdo a haste apresentou significancia estatistica apenas ho momento de 6 horas
no grupo de limpeza manual (p<0,05). Em relacdo ao grupo limpeza automatizada,
verificou-se que a média de carga bacteriana, ap0s 1 e 6 horas na cremalheira e
serrilha, foi significativamente superior que na haste (p<0,05).

Os resultados deste estudo apontaram que guanto maior o tempo de
exposicdo a microrganismos, maior a aderéncia microbiana e carga bacteriana
recuperada no instrumental cirdrgico ao longo das 12 horas avaliadas. Quando
submetidos a limpeza, o método automatizado promoveu reducdo significativa de
carga microbiana neste PPS em todos os intervalos analisados, sendo mais efetivo

gue o método manual. Caracteristicas relacionadas ao design do instrumental e a
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presenca de dano microestrutural nestes produtos, no entanto, contribuiram para a
manutencdo de microrganismos na sua superficie apds a limpeza. Assim, areas de
cremalheira e serrilha apresentaram maior aderéncia microbiana e carga bacteriana

mais elevada apos a limpeza em relacéo a superficie lisa da haste.
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5DISCUSSAO

Evidenciou-se que um tempo de contato de uma hora foi suficiente, para
promover a aderéncia bacteriana, em niveis variando entre 10' UFC/cm? e 102
UFC/cm? podendo apresentar-se dispostos em multicamadas na superficie de
instrumentais cirargicos. Considerando que o indculo contaminante possui uma carga
de 10® UFC/mL e que a aderéncia microbiana é um processo continuo, dinamico e
influenciada por outros fatores que determinam a interag&@o entre 0 microrganismo e a
superficie é esperada uma carga microbiana inicial baixa.

Segundo Roberts (2013), em produtos passiveis de processamento, as
condicBes requeridas para a aderéncia microbiana e a formacao de biofilme incluem:
a presencga do microrganismo, a superficie a ser colonizada, além da disponibilidade
de nutrientes e 4gua, temperatura adequada e tempo de contato. Como ocorre na
maioria das superficies, 0 aco inoxidavel, apesar de apresentar caracteristicas que
podem dificultar a aderéncia microbiana como hidrofobicidade e menor rugosidade,
quando comparado a outros materiais, € passivel de colonizagcdo e do
desenvolvimento de biofilmes (KOSEKI et al., 2014; ROBERTS, 2013; SAITO et al.,
2014).

Na pratica, durante e depois do uso, instrumentais tornam-se
contaminados, variando sua carga microbiana conforme o potencial de contaminacao
da cirurgia e o sitio abordado, fazendo com que estejam propensos a aderéncia
microbiana e a formacao de biofilmes (CHAN-MYERS; MCALISTER; ANTONOPLOS,
1997; PINTO et al., 2010; SAITO et al., 2014). Assim, considerando o seu ciclo de
vida, instrumentais cirargicos sao constantemente expostos a presenca de
microrganismos apos cada uso, sendo eles provenientes do paciente, do ambiente ou
das maos dos profissionais de saude durante a sua manipulacdo (CHAN-MYERS;
MCALISTER; ANTONOPLOS, 1997; CHU et al., 1999; SAITO et al., 2014; WHO,
2016a). Sua sobrevivéncia e proliferacdo podem ser facilitadas pela presenca de
sangue e outras sujidades, que além de atuarem como nutrientes para oS
microrganismos, podem também ser adsorvidas a superficie e facilitar a aderéncia
microbiana (ROBERTS, 2013). Quando ndo removida durante a limpeza, a matéria
organica residual pode atuar ainda como uma barreira fisica, protegendo
microrganismos presos no seu interior do contato com o agente esterilizante (PENNA,;
FERRAZ, 2000; RUTALA; WEBER, 2019).
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No entanto a taxa de aderéncia microbiana, como a adsorcdo da matéria
organica a superficie, € um processo que ocorre, ao longo do tempo (LIPSCOMB et
al, 2007; STOODLEY et al., 2012) e depende das condigcbes em que sao mantidos
esses materiais, sendo esta uma variavel que deve ser controlada, especialmente, em
instrumentais que ndo sdo prontamente processados apos 0 uso.

Em condicbes adequadas, a aderéncia bacteriana pode ocorrer
rapidamente. A formacéao de biofilme foi evidenciada por MEV em drenos inseridos
em pacientes submetidos a abdominoplastia e mamoplastia e removidos apds duas
horas de uso (DOWER; TUNNER, 2012). Esse mesmo tempo foi suficiente também
para a recuperacdo, em malhas de polipropileno experimentalmente contaminadas,
por uma carga microbiana de 6,2x10> UFC de S. aureus e 6,5x10% UFC de
Enterococcus faecalis, de clusters de biofilmes medindo 50um de espessura e 100
um de extensdo (STOODLEY et al., 2012). Os dados apresentados corroboram os
achados obtidos no presente estudo que evidenciaram a formacao de EPS apdés duas
horas de contato com S. epidermidis. Refor¢ca-se, assim, a recomendacao de inicio
precoce da limpeza do instrumental, que deve ser iniciada, durante seu uso na mesa
cirdrgica, quando a sujidade grosseira deve ser removida (AORN, 2017; BRASIL,
2012a; CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018).

Neste estudo, o tempo de contato entre o instrumental e o contaminante foi
uma condicdo necessaria para a aderéncia microbiana e elevacdo de sua carga, ao
longo do tempo, variando entre 10 UFC/cm? no tempo de uma hora até 10* UFC/cm?
apos 12 horas. Resultados similares foram descritos em instrumentais cirargicos
experimentalmente contaminados por Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ou
S. aureus, nos quais a carga microbiana, nas primeiras 12 horas de incubagéao, variou
entre 10> UFC/cm? e 10* UFC/cm?  atingindo 10°®° UFC/cm? em
24 horas (LI; JI, 2017; MOHITE et al., 2016; PERCIN et al., 2015). Nas fases iniciais
de formacédo de biofilme, os microrganismos movimentam-se proximo a superficie e
se fixam apenas ap0s encontrarem um sitio de colonizagdo adequado (LAPPIN-
SCOTT; BASS, 2001).

Verifica-se que a aderéncia inicial € uma etapa critica na colonizagdo da
superficie (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014; VUONG et al., 2003) e mediada
por ligagdes quimicas fracas (DONLAN; COSTERTON, 2002; DUNNE, 2002), contudo
suficiente para conferir uma resisténcia até dez vezes maior em relagdo a forma

plancténica da célula (OTTER et al., 2015). Assim, exige-se uma atuacédo rapida dos
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profissionais apos a contaminacdo desses materiais, a fim de diminuir o tempo de
contato entre o instrumental cirargico e seu contaminante, reduzindo a possibilidade
de aderéncia e progressao do biofime (AORN, 2017; INSTRUMENT
REPROCESSING WORKING GROUP, 2017; WHO, 2016a).

O aumento de carga microbiana observada nesses instrumentais pode ser
justificado de duas formas. Primeiramente, a aderéncia microbiana € um processo que
depende das caracteristicas da superficie do instrumental, do microrganismo e do
ambiente (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014). Desta forma, nem todos os
microrganismos irdo aderir simultaneamente, assim como nem toda a superficie sera
colonizada, ao mesmo tempo, uma vez que se trata de um processo dinamico. Esse
fato pode ser constatado pela presenca de microrganismos envoltos em EPS, apo6s
duas horas e pela identificagcdo de microrganismos em fase de adesao inicial no tempo
de 8 horas.

Uma vez aderido, 0 microrganismo inicia uma etapa de agregacao celular,
e a multiplicacdo resulta em uma estrutura multicamadas de células microbianas
(COSTERTON; STEWART,; GREENBERG, 1999), como observado por MEV, no
grupo de implantacdo nos tempos de uma hora em serrilha e seis horas em
cremalheira. Assim, 0 aumento da carga bacteriana pode ser explicado pela constante
aderéncia de microrganismos, ao longo do tempo (MOHITE et al., 2016; PERCIN et
al., 2015), tal como ao processo de maturacdo do biofiime que envolve sua
multiplicacdo apds aderéncia a superficie (DONLAN, 200la; DUNNE, 2002;
FLEMMING et al., 2016). Em condi¢cdes adequadas de crescimento, o tempo de
duplicacao verificado do S. epidermidis aderido a superficie de biomateriais (polimeros
e vidro) varia entre 17 a 38 minutos (GOTTENBOS; VAN DER MEI; BUSSCHER,
2000). As recomendacdes de inicio precoce da limpeza, durante o uso na mesa
cirdrgica com a remocdo de sujidade grosseira do instrumental por compressas
estéreis umidificadas, em &agua esterilizada e friccionadas na sua superficie,
contribuem para a prevencdo da aderéncia microbiana e, consequentemente,
formacéao de biofilme (AORN, 2017; CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018).

Depois de 12 horas de contaminagdo, uma carga microbiana de 104
UFC/cm? foi recuperada em todos os fragmentos analisados. A carga microbiana, em
instrumentais cirdrgicos apos a limpeza, influencia na seguranca da esterilidade
desses materiais (RUTALA; WEBER, 2019). Em estudos que avaliaram a recuperacao

de microrganismos, na superficie de instrumentais cirirgicos apdés o uso, foram
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verificados niveis de contaminagdo de até 10* UFC/instrumental (CHAN-MYERS;
MCALISTER; ANTONOPLOS, 1997; CLOUTMAN-GREEN et al., 2015; PERCIN et al.,
2015; PINTO et al, 2010; RUTALA et al., 1998). No presente estudo, mesmo uma
carga microbiana de, aproximadamente, 10> UFC/cm? foi relacionada a presenca de
biofilme nos fragmentos de serrilha no tempo de duas horas. Destaca-se, assim, o
papel da pré-limpeza na prevencao da sua formacao.

Nessta etapa, medidas, para evitar o ressecamento do sangue, a aderéncia
de sujidade e a formacgéao de biofilme, sdo amplamente recomendadas (AORN, 2017,
AAMI, 2011; BRASIL, 2012a; CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; FDA, 2018;
HOWLIN et al., 2010; RUTALA; WEBER, 2019; WHO, 2016a). Trinta minutos de
ressecamento demonstraram ser suficiente para dificultar a remocédo da sujidade
aderida a superficie de instrumentais cirargicos apenas com o uso de &agua
(LIPSCOMB et al., 2007). E valido ressaltar que a préatica da aplicacéo de alcool em
instrumentais contaminados, apesar de relacionar-se a reducdo da carga microbiana,
aumenta a fixacdo de proteinas na superficie desses produtos, especialmente na
presenca de sangue (COSTA et al.,, 2017; PRIOR et al.,, 2004). A adsorgéo de
proteinas, lipidios e minerais, além de tudo, na superficie de aco inoxidavel, pode atuar
como filme condicionante por alterar caracteristicas da superficie, facilitando a
aderéncia microbiana e formacao de biofilme (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014,
BOARI et al., 2009). Em se tratando de instrumentais cirdrgicos, o filme condicionante
pode ser formado pela presenca de sangue, urina ou proteinas.

A manutencdo da umidificacdo nesta etapa tem-se mostrado relevante a
qualidade do processamento de PPS (LIPSCOM et al., 2007; MULLANEY, 2008;
RUTALA; WEBER, 2019; SECKER; HERVE, KEEVIL, 2011; SHOEMAKE; STOSSEL;
2007), sobretudo, em instrumentais que ndo sdo transportados imediatamente apds o
uso (LUCIANO et al., 2016; SHEITOYAN-PESANT et al., 2017; VICKERY et al., 2009;
VICKERY; PAJKOS; COSSART, 2004). No entanto, quando mantidos em imerséao, o
transporte até a CME deve ser priorizado, uma vez que instrumentais contaminados
mantidos em imersédo, mesmo em agua por tempo prolongado, apresentam aumento
de carga microbiana (COSTA et al., 2017; MOHITE et al., 2016; PERCIN et al., 2015).

Assim, o transporte imediato dos instrumentais a CME ap6s o uso é
importante para reduzir o tempo de contato com o contaminante (AORN, 2017;
CASTON-GAA; RUPARELIA, 2018; INSTRUMENT REPROCESSING WORKING
GROUP, 2017; ROBERTS, 2013; WHO, 2016a). O tempo prolongado de exposicéo a
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contaminacgao bacteriana pode criar condi¢des favoraveis ao crescimento microbiano,
aumentando o desafio, durante as etapas subsequentes, como a de limpeza e
esterilizagdo. Um periodo prolongado de contaminacgéo, antes do processamento (180
minutos), resultou na recuperacdo de bactérias em drills, experimentalmente
contaminadas por fragmentos 6sseos e microrganismos, ainda que apos esterilizacéo
a vapor saturado sob pressao (SMITH et al., 2018).

Os fragmentos submetidos a contaminacdo foram processados por dois
diferentes protocolos de limpeza; um manual, com o uso de imerséo em solucéo de
detergente enzimético seguido de escovacdo e outro automatizado, em lavadora
ultrassénica. Em geral, comparando-se o mesmo tempo de contaminacdo e 0 mesmo
tipo de fragmento, a limpeza automatizada resultou em carga microbiana menor em
comparacao a manual, principalmente, ap0s quatro horas. Essa reducéo foi de até
trés ciclos logaritmicos (logio) apds a limpeza automatizada e até dois (logio) apos
limpeza manual.

Estudo com o objetivo de determinar a efetividade dos métodos de limpeza,
em sua maioria, aponta a maior efetividade da limpeza automatizada em relacdo a
manual (ALFA et al., 2006; ALFA; FATIMA; OLSON, 2013; ALFA; NEMES, 2003,
2004; BATISTANETO et al., 2010; LOPES et al., 2019; REN-PEIl et al., 2014). Quando
se considera areas de dificil acesso, nas quais a escovacao é limitada, o emprego do
método manual ndo é suficiente ou € menos efetivo para garantir um nivel de limpeza
adequado (ALFA et al., 2006).

Em fresas flexiveis e medidores de profundidade submetidos a
contaminacgdo e avaliados, apds 20 ciclos de processamento experimental, tanto o
método manual quanto o automatizado reduziram de forma significativa os niveis de
ATP e proteinas recuperados nesses instrumentais, contudo a presenca de biofilme
foi determinada apds limpeza manual (LOPES et al., 2018). Em canetas de bisturi
elétricas submetidas a esterilizacdo foi registrado que a probabilidade de falha deste
meétodo foi maior naqueles previamente submetidos a limpeza manual em relacao
agueles processados em lavadoras ultrassénicas (BATISTA NETO et al., 2010).
Esses estudos corroboram a indicagdo da Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 15
(BRASIL, 2012a) de que os métodos de limpeza manual e automatizado devam ser
usados de forma complementar.

Por outro lado, durante a avaliacdo da carga microbiana de instrumentais

cirirgicos submetidos a duas etapas sequenciais de limpeza, aqueles processados,
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inicialmente, por meio manual apresentaram maior reducdo quanto a verificada
naqueles submetidos a limpeza em ultrassoénica, no entanto se observou uma queda
significativa, apds processamento desses produtos, em lavadora termodesinfectora
(EVANGELISTA et al, 2015). Embora demonstrada a efetividade do uso
automatizado, o0 equipamento depende de instalacdo correta, qualificacdo e
manutencao regular, para garantir seu bom e adequado funcionamento, além de um
operador para validacéo, carregamento e retirada de carga, reposicédo e troca de
solucéo de limpeza e manutencgéo para que sejam garantidas condi¢bes adequadas
para o seu funcionamento (AORN, 2017; BRASIL, 2012a; UNITED KINGDON
DEPARTMENT OF HEALTH, 2016a; WHO, 2016a).

Apesar do aumento progressivo de carga microbiana observado nos
instrumentais, apds a contaminacédo, fragmentos submetidos a limpeza automatizada
até o tempo de oito horas apresentaram carga microbiana abaixo de 10?2 UFC/cm?2.
Uma das vantagens do método automatizado em relagcdo ao manual € a possibilidade
de validacdo do processo e sua reprodutibilidade (ALFA; OLSON; DEGANE, 2006;
AORN, 2017). O uso de equipamentos facilita a utilizacdo da concentracdo adequada
de detergente, controle de temperatura e facilidade em seu monitoramento
contribuindo para a sua validacdo (ALFA et al., 2013; ALFA; OLSON; DEGAGNE,
2006; AORN, 2017).

Por outro lado, a limpeza manual esté sujeita a variagao entre profissionais
(AORN, 2017) e, ainda que entre lavagens, porque depende da técnica aplicada e da
variacdo da forca exercida em cada friccdo realizada. Como observado, nos
fragmentos de serrilha e haste, quando comparados os tempos de uma e duas horas,
apesar do aumento na carga microbiana apés a contaminacédo, eles apresentaram
maior reducdo de carga microbiana, que pode se relacionar a variacdo de técnica,
durante a escovacdo, apesar do procedimento ter sido realizado pelo mesmo
pesquisador. O sucesso do método manual esta diretamente relacionado a aderéncia
dos profissionais a protocolos e a uniformidade na sua execucao.

Reforca-se, com o exposto, a premissa fundamental do investimento, na
capacitacdo de recursos humanos, como um componente critico no processamento
de PPS. A qualificagcdo de recursos humanos € apontada como um componente
essencial para a garantia de qualidade e seguranca no processamento dos PPS
(ALFA, 2013; DURO, 2013), sendo prevista em guidelines (AAMI, 2011; AORN, 2017,
UNITED KINGDON DEPARTMENT OF HEALTH, 2016c) e legislacdo (BRASIL,



92

2012a). Como coordenadores de CME, cabe ao enfermeiro exercer atividades técnico
- administrativas que englobam emissdo de pareceres, treinamento, supervisao,
orientacdo e acompanhamento dos profissionais que executam tais atividades. Neste
contexto, cabe a reflexdo sobre o espaco que tem sido dedicado a formacédo
académica desses profissionais durante a graduacdo e sua capacidade de
desenvolver tais habilidades durante o curso.

A MEV evidenciou a recuperacao de células as quais, embora em estagio
de aderéncia inicial, permaneceram aderidas a superficie de instrumentais cirdrgicos
entre 4 e 12 horas de contaminacdo apos limpeza manual. Em contraste, em
fragmentos submetidos a limpeza automatizada, apenas a presenca de células
isoladas foi detectada até o tempo de 6 horas. Lavadoras ultrassénicas sao Uteis para
a remocao de material em areas de dificil acesso (ALFA et al., 2006; ALFA; NEMES,
2003; AORN, 2017), que, muitas vezes, ndo podem ser alcancadas pelas cerdas das
escovas. A cavitacdo nesses equipamentos gera microbolhas que, ao se colapsarem,
geram areas de vacuo capazes de promover a remoc¢ao dos residuos de forma efetiva
(AORN, 2017; JATZWAUK; SCHONE; PIETSCH, 2001; KAUFFMAN; JOSEPH, 2011;
MASON, 2016; RUTALA; WEBER, 2019; UNITED KINGDON DEPARTMENT OF
HEALTH, 2016a).

No entanto, ao longo do processo de maturacdo, as bactérias aderidas
tornam-se imersas em EPS. A presenca de contaminacdo microbiana, na superficie
de instrumentais cirdrgicos, aumenta o desafio de sua remocao quando envoltos por
matriz formando biofilmes. Esta matriz confere resisténcia natural que dificulta a
remocado do biofiime (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014; DONLAN, 2001a;
FLEMMING et al., 2016; FLEMMING; WINGENDER, 2010; HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY, 2004).

Depois que um biofilme se forma, é necessaria a acdo mecanica, para a
sua remocgéao (VICKERY et al., 2009), representado neste estudo pela friccdo com
escova e 0 uso de sonicacao em lavadora ultrassbnica. Assim, mesmo com 0 uso de
equipamento de comprovada eficiéncia, na limpeza de instrumentais cirargicos, pode
nao remover microrganismos agregados em biofilmes. Observou-se, neste estudo
que, embora com a reducdo substancial, na carga bacteriana nas amostras
submetidas a limpeza em lavadora ultrassonica, biofilmes foram recuperados logo

apos oito e 12 horas de incubacgao.
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Entre os diferentes fragmentos, as cargas bacterianas recuperadas, em
serrilha e cremalheira, foram superiores as observadas em haste, ao longo do tempo,
exceto no tempo de duas horas no grupo submetido a contaminacgéo e duas horas de
limpeza manual. Os resultados podem relacionar-se a presenca de dano estrutural,
observado por meio de MEV, nos instrumentais analisados e verificados,
principalmente, nas areas de cremalheira e serrilha, uma vez que superficies porosas
ou com mais rugosidade sdo mais susceptiveis a acumulacao de residuos (KOSEKI
et al., 2014; SCHEUERMAN; CAMPER; HAMILTON, 1998; YODA et al., 2014), que,
por sua vez, podem facilitar a formacéao de biofiimes (COSTA et al., 2017).

Superficies mais polidas como a area de haste podem ter a adesao por S.
epidermidis mais lenta, como observado neste estudo, contudo ndo é uma condigdo
suficiente, para evitar esse processo, visto que, apds 12 horas, a carga microbiana
recuperada nos trés fragmentos foi de 10* UFC/cm? apés contaminagéo, 102 UFC/cm?
apos limpeza manual e 102 UFC/cm? apés limpeza automatizada. Como demonstrado,
a presenca de fendas, em instrumentais cirargicos novos, antes do uso, pode atuar
como sitios potenciais para a aderéncia microbiana.

As implicacdes do design do instrumental, entretanto puderam ser melhor
evidenciadas, durante a etapa de limpeza, em especial, em limpeza automatizada,
guando fragmentos de haste exibiram maior reducéo de carga bacteriana em relacéo
a serrilha e cremalheira. A presenca de ranhuras em serrilha e a irregularidade da
superficie em cremalheira aumentam o desafio para que possam ser alcancadas,
durante a escovacao.

O design do instrumental € um aspecto importante a se considerar durante
a limpeza. A presenca de area no instrumental que ndo permite ou dificulta o contato
com a solucédo de limpeza e a ndo aplicagéo de forca mecanica favorece o acumulo
de sujidade (PARADA et al, 2009; STAUBITZ; RAY; HARRIS, 2017; TOSH et al.,
2011). Em um unico instrumental, podem estar presentes areas com diferentes
desafios ao processo de limpeza, como observado neste estudo. Microrganismos
imersos em biofilmes ou abrigados em poros do instrumental podem nao ser
removidos pelo processo de limpeza tornando-se uma fonte de recontaminagao
(COSTA et al., 2017, 2018; LOPES et al., 2019; REN-PEI et al., 2014; SMITH et al.,
2018; STAUBITZ; RAY; HARRIS, 2017; TOSH et al., 2011).

A presenca de danos estruturais pode relacionar-se a qualidade da matéria-

prima utilizada na fabricagdo desses instrumentais. Estudo que objetivou elucidar a
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qualidade dos instrumentais cirdrgicos utilizados em hospitais demonstrou que o tipo
de aco usado na fabricacdo foi inadequado em todas as amostras analisadas,
ademais, houve deterioracdo provocada pelo contato com detergentes (MAINIER et
al., 2013). Assim, considerando o longo ciclo de vida desses instrumentais e a grande
rotatividade de muitos deles, alerta-se para o risco de formacao de biofilme nesses
instrumentais desde o primeiro uso e uma tendéncia de aumento, ao longo do tempo,
relacionado ao desgaste do instrumental, que, muitas vezes, pode ser visualizado a
olho nu.

Nos servicos de processamento, os profissionais lidam com a possibilidade
de formacédo de biofilme nos instrumentais, sem, todavia existirem formas de
evidencia-los durante a pratica. Neste estudo, observou-se a possibilidade de
formacao de biofilme, mesmo quando o instrumental apresentou carga bacteriana
baixa, em torno de 102 UFC/cm? e demonstrou-se a dificuldade de remocédo dessas
estruturas por métodos de limpeza manual ou automatizados. Embora tenha sido
observada a reducédo de carga bacteriana nos fragmentos, ap0s a limpeza, a presenca
de biofilme pbdde ser detectada apds esses procedimentos.

Apesar de se tratar de uma carga microbiana relativamente baixa, esses
instrumentais, muitas vezes, sdo manipulados por profissionais sem o uso de luvas,
em especial, logo apo6s a etapa de limpeza, havendo, neste caso, a possibilidade de
transferéncia de microrganismos para as maos dos profissionais. A presenca de
biofilme, ainda, pode comprometer a qualidade do processamento por atuar como
barreira a penetracdo do agente esterilizante (HALL-STOODLEY; COSTERTON;
STOODLEY:; 2004).

Verifica-se, assim, que a abordagem do biofilme, em instrumentais
cirdrgicos, deve estar voltada a prevencao de sua formacao, sendo falha a aplicacédo
de métodos tanto manual quanto automatizado, rotineiramente empregados em sua
limpeza. Dessa forma, instrumentais utilizados devem ser limpos o0 mais
precocemente possivel, para impedir a formacdo de biofilmes, ja que os
microrganismos aderem rapidamente formando biofilmes ainda que apresentem baixa
carga microbiana.

Este estudo apresenta algumas limitacdes. A impossibilidade de
visualizacdo de toda a superficie do fragmento tanto pela sua extensdo quanto pela
fixacdo de uma de suas faces, nos stubs (suporte utilizados para realizacéo da MEV),

pode levar a ndo deteccdo de microrganismos, ainda que eles estejam presentes.
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Apenas um microrganismo foi utilizado, no entanto a maioria dos biofilmes podem ser
formados por multiplas espécies que estabelecem relagcdes mutuas entre si. O desafio
da limpeza de instrumentais cirargicos inclui a remoc¢ado de outros residuos, como
hemoglobina e proteinas, todavia apenas um tipo de residuo foi avaliado, a presenca
de microrganismo. Além disso, foram avaliados instrumentais novos, o que nao reflete
a realidade enfrentada, nos servicos de processamento, uma vez que o desgaste
provocado pelos sucessivos redsos, ao longo da vida do instrumental, pode refletir na

maior dificuldade da limpeza.
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6 CONCLUSAO

A qualidade do processamento de PPS reutilizaveis tem reflexos diretos na
assisténcia prestada e na garantia da seguranca do paciente. A limpeza, dentro do
conjunto de etapas necessarias para 0 Seu re(so Seguro, € um Pprocesso
extremamente complexo e envolve fatores diversos, como rotinas dos servicos de
referéncia, fator humano e design dos instrumentais, tornando-se importante refletir
sobre essa pratica.

Nos instrumentais contaminados por S. epidermidis, a andlise de carga
microbiana demonstra que o tempo de contato de uma hora € suficiente para a
ocorréncia de aderéncia bacteriana a superficie desses materiais, sendo observado
seu aumento ao longo do tempo. Além do mais, a formacao de biofilme ocorre, nas
primeiras duas horas de contaminac¢édo, ressaltando-se o papel crucial da pré-limpeza
na prevencao da formacéao de biofilme.

Comparando-se os dois diferentes métodos de limpeza, o automatizado
apresentou maior efetividade, durante a remoc¢éao de bactérias, em relacdo ao manual,
visto que possibilitou maior reducéo na carga bacteriana. No entanto, a presenca de
biofilme foi detectada, apds oito horas de contaminacédo, seguida de processamento
em ambos o0s protocolos.

Os resultados demonstram a capacidade de S. epidermidis formar biofilme
e os desafios de remocdo por métodos de limpeza convencionais, reforcando a
importancia em investir em boas praticas no processamento de PPS, desenvolvimento
de protocolos de limpeza adequados e adesdo dos profissionais a essas
recomendacdes.

As areas de serrilha e cremalheira apresentaram maior dificuldade, para a
remocao de bactérias em relacéo a haste, provavelmente, relacionado a conformacéao
desses fragmentos. A presenca em regides de dificil acesso, como cremalheira e
serrilha, sdo fatores criticos a qualidade do processamento de instrumentais
cirdargicos.

Associado a isso, a presenca de danos estruturais em instrumentais pode
representar um desafio adicional a etapa de limpeza, durante o processamento de
instrumentais cirdrgicos. Todavia, a exata extensdo deste problema ndo pode ser
evidenciada neste estudo, havendo a necessidade de novas investigacdes quanto a

tematica para a sua elucidagao.
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APENDICE A - Carga Microbiana em UFC/50uL de Staphylococcus epidermidis. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

Ensaios [ Tempo Serrilha Haste Cremalheira
(horas) Contaminagéo Limpeza Limpe;a Contaminagé&o Limpeza Limpe;a Contaminagéo Limpeza Limpe;a
Manual Automatizada Manual Automatizada Manual Automatizada
1 20 15 0 0 0 0 8 6 0 0 0 1 26 18 0 4 4
2 179 110 0 0 58 37 0 1 12 12 0 3
1 4 1880 | 1530 48 66 25 17 149 156 2 5 142 220 30 23 2 0
6 1920 | 2090 | 207 129 78 73 258 260 45 44 1 1 5740 | 5600 | 350 360 2 2
8 6460 | 3810 99 100 40 35 1268 | 1222 | 132 280 48 49 5970 | 6780 | 323 310 22 17
12 14500 | 10000 | 1430 | 2120 49 60 5060 | 3400 | 246 270 36 30 22100 |12000 | 2320 | 1590 | 109 87
1 193 268 3 4 58 51 0 0 41 25 2 4 5 2
2 101 108 9 8 0 258 256 6 3 50 43 18 7 1
5 4 270 276 23 17 10 12 121 114 9 1 184 160 12 17 9 11
6 760 810 439 414 5 210 80 20 34 0 0 1330 | 1340 | 993 | 1029 4 5
8 2140 | 2260 | 444 501 3 450 510 6 21 1 0 1780 | 1650 | 850 882 9 4
12 9800 | 9700 | 590 900 14 7 4000 | 3000 | 1630 | 1900 | 134 115 [ 9800 | 11400 | 560 | 7300 | 218 197
1 221 215 2 3 0 0 27 43 6 3 0 0 316 354 0 3 0 0
2 564 448 0 0 5 0 336 332 0 0 0 0 897 950 9 10 0 0
3 4 850 | 1040 30 32 2 1 440 640 12 14 1 0 3720 | 3030 | 778 729 0 0
6 3640 | 3810 | 478 425 0 0 670 710 7 17 0 0 7330 | 6800 | 898 973 4 4
8 11750 | 11540 | 499 412 0 0 8180 | 9700 | 201 179 0 0 15100 | 16300 | 1838 | 1991 0 1
12 50900 | 44200 | 6600 | 8400 | 163 146 |[48500 | 35100 | 380 300 20 17 [33300 | 33900 | 4900 | 4600 56 64

oTT



APENDICE B - Andlise comparativa entre as médias de carga bacteriana (Logio UFC/cm?), nos grupos contaminagao,

relacdo a limpeza manual e automatizada. Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2019.

3 Média Log UFC/cm Valor P
Area do Tempo ] i ] i i
instrumental  (horas) Contaminagéo Limpeza Limpeza Contaminagéo X ~ Contaminagéo X _Limpeza Manual X
Manual automatizada Limpeza Manual Limpeza Automatizada Limpeza Automatizada
Serrilha 1 2,42 0,91 0,15 0,015 0,00 0,007
2 2,73 0,46 0,94 0,011 0,00 0,352
4 3,32 1,96 1,29 0,007 0,01 0,144
6 3,70 2,94 1,80 0,035 0,01 0,025
8 4,15 2,88 1,43 0,014 0,00 0,022
12 4,69 3,77 2,09 0,064 0,00 0,019
Haste 1 1,80 1,01 0,045 0,04 0,00 0,000
2 2,63 0,45 0,014 0,60 0,01 0,792
4 2,75 1,27 0,004 0,74 0,01 0,195
6 2,89 1,81 0,069 0,14 0,00 0,001
8 3,67 2,33 0,069 0,74 0,02 0,113
12 4,35 3,15 0,050 2,05 0,01 0,036
Cremalheira 1 2,27 0,80 0,018 1,05 0,03 0,049
2 2,38 1,51 0,196 0,76 0,04 0,000
4 3,15 2,29 0,280 0,97 0,01 0,095
6 4,05 3,32 0,053 0,99 0,00 0,000
8 4,22 3,38 0,080 1,07 0,00 0,011
12 4,73 3,99 0,017 2,50 0,00 0,001

Fonte: dados da pesquisa; Teste: t-student.

TTT
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Direcéo: designar os técnicos e viabilizar o funcionamento do laboratério de quimica com o auxilio

do coordenador.

6 DESCRICAO DO PROCESSO

6.1 REAGENTES, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

6.1.1 Reagente

Solugao tampao fosfato de sédio 0,2M ou solugéao tampao cacodilato 0,2M
Solucao tampao fosfato de sédio 0,1M ou solugao tampéo cacodilato 0,1 M
Solucéo de tetroxido de 6smio 4% em agua

Solucao de tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato

Solucao de acido tanico 1% em tampao fosfato

Agua destilada

Alcool etilico 35%, 50%, 70%, 85% e 95% em agua destilada

Alcool etilico absoluto P.A marca Merck

6.1.2 Materiais

Placa de cultura de células de 24 pocos com tampa

Pinca de ponta fina curva

Palito de madeira

Pipeta de transferéncia descartavel com capacidade para 7 mL
Tubos tipo Falcon de 15 ou 30 mL

Espatula para pesagem

Papel aluminio

Pipeta automaéatica

Ponteira

6.1.3 Equipamentos

Balanca

Capela de exaustao de gases
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6.2 CUIDADOS

1. Usar jaleco e luvas descartaveis e prender os cabelos durante todo o processamento;
2. As amostras devem ser manipuladas com cautela para evitar danos estruturais;

3. O procedimento deve ser executado sob a capela pois o tampéo cacodilato e o
tetréoxido de 6smio séo téxicos. Durante a fixacdo secundaria com tetréxido de 6smio
a luz da capela deve permanecer desligada e as placas contendo as amostras devem
ser tampadas com papel aluminio. Somente durante a desidratacdo a capela pode
ser mantida desligada;

4. Cada tipo de solucdo ou material tem seu proprio recipiente de descarte. As pipetas
Pasteur, ponteiras, tubos tipo Eppendorf, luvas e papel utilizado para forrar a capela
sao descartaveis;

5. As amostras fixadas recebidas em tubo tipo Eppendorf podem ser processadas no
préprio tubo ou transferidas para uma placa de cultura de células de 24 pocos.
Aquelas recebidas em outros tipos de frascos devem ser transferidas para placas
antes do inicio do processamento;

6. Todas as retiradas e adigoes de solugbes geralmente sao feitas com pipeta de
transferéncia, exceto a adicao de solucao de tetroxido de 6smio 1% que € feita com a
pipeta automatica.

7. As quantidades de solucéao de tetroxido de 6smio 1%, e acido tanico 1% podem variar
um pouco em relagdo aos volumes sugeridos em funcéo do tamanho e quantidade
de fragmentos recebidos e da placa utilizada. Os fragmentos devem estar totalmente
cobertos/imersos nessas solucodes.

6.3 Preparo da solucio de tetroxido de 6smio 1% em tampao 0,1M a partir da
solucio estoque 4% em agua (em capela de exaustido de gases)

1. Calcular a quantidade de solucao de tetréoxido de 6smio necesséaria para cobrir todo
o material, geralmente 0,5 a 2 mL por amostra, dependendo do tamanho das
mesmas.

2. Em um tubo tipo Falcon, adicionar metade do volume calculado no item anterior
(item 1) de tampéao (fosfato ou cacodilato) 0,2M. Para preparacao dessa solucgéo
deve-se utilizar o mesmo tampéo utilizado na etapa de fixacdo das amostras.

3. Acrescentar % do volume calculado no item 1 de solucéao de tetréxido de 6smio 4%
em agua destilada.

Acrescentar dgua destilada até atingir o volume total calculado no item 1.

5. Tampar bem o tubo e, certificando-se de que n&o héa risco de vazamentos,
homogeneizar a solucdo vertendo cuidadosamente o tubo. Cobrir com papel
aluminio, para evitar incidéncia de luz direta.

Exemplo: 20 amostras
Volume total de Os04 1% = 20 x 0,5 mL = 10 mL
Volume de Tampao 0,2 M = 5 mL
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Volume de solucao estoque de OsO4 4% = 2,5 mL
Volume de 4gua destilada = 2,5 mL

6.4 Preparo da soluciao de acido tanico 1% em tampéao 0,1 M

1. Calcular a quantidade de solucao de acido tanico 1% necessaria para cobrir todo o
material, geralmente 0,5 mL a 2 mL por amostra, dependendo do tamanho das
mesmas;

2. Calcular a quantidade de acido tanico necessaria para o volume calculado no item
1. Deve-se utilizar a proporcéao de 0,1g para cada 10 mL do volume final da solucao;

3. Pesar a quantidade de acido tanico calculada no item 2, utilizando para isto uma
espatula e um pedaco de papel aluminio;

4. Em um tubo tipo Falcon, adicionar metade do volume calculado no item 1 de tampao
(fosfato ou cacodilato) 0,2 M. Para preparagao dessa solugao deve-se utilizar o
mesmo tampao utilizado na etapa de fixacédo das amostras;

5. Acrescentar o acido tanico;

6. Acrescentar agua destilada até atingir o volume total calculado no item 1.
7. Fechar o tubo e homogeneizar.

Exemplo: 20 amostras

Volume total de acido tanico 1% =20 x 0,5 mL = 10 mL

Volume de tampao 0,2 M = SmL

Quantidade de &cido tanico a ser pesado =0,1g/10 mL =0,1g

Completar o volume para 10 mL com agua destilada

6.5 Procedimentos

1. Retirar a solucdo em que a amostra estd mergulhada com auxilio de uma pipeta de
transferéncia e encher o tubo com tampéao fosfato 0,1M ou tampao cacodilato 0,1M
(usar o mesmo tampao utilizado na fixacdo) com outra pipeta. Tampar o tubo e deixar
a solucédo tampao por 10 minutos. Repetir o procedimento por mais duas vezes;

2. Retirar a solucdo tampao e adicionar cerca de 0,5 — 2 mL de solucéo de tetréxido de
6smio 1% (dependendo do tamanho das amostras) em tampao 0,1M, utilizando uma
pipeta automatica. Deixar por 1 hora, a temperatura ambiente, protegido da luz.
Manter a capela ligada durante todas as etapas que antecedem a desidratacao.

3. Retirar a solucao de tetréxido de 6smio com uma pipeta de transferéncia e adicionar
tampao 0,1 M até cobrir completamente as amostras. Descartar a pipeta utilizada
para o 6smio. Tampar o tubo e agitar cuidadosamente para facilitar a exclusao do
tetroxido de 6smio. Deixar o tubo em repouso por 10 minutos. Repetir a lavagem
mais duas vezes;
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4. Retirar o tampao e imergir a amostra em solucéo de acido tanico 1%. Séao necessarios
aproximadamente 0,5 — 2 mL para a imersao, dependendo do tamanho das amostras.
Tampar o tubo, e deixar por 20 minutos & temperatura ambiente;

5. Retirar a solucéo de acido tanico e adicionar tampao 0,1 M. Tampar o tubo e deixar
por 10 minutos. Repetir a lavagem das amostras mais duas vezes.

6. Retirar o tampao e adicionar 0,5 a 2 mL de solucéo de tetréxido de 6smio 1%, com
auxilio de uma pipeta automatica. Tampar o tubo e deixar por 1 hora, a temperatura
ambiente, protegido da luz.

7. Retirar a solugéao de tetréxido de 6smio com uma pipeta de transferéncia e adicionar
agua destilada. Descartar a pipeta utilizada para o 6smio. Tampar o tubo e agitar
cuidadosamente para facilitar a exclusao do tetréxido de ésmio. Deixar o tubo em
repouso por 10 minutos. Repetir a lavagem mais duas vezes;

8. Retirar a agua destilada e adicionar alcool 35%. Tampar o tubo e deixar por
10minutos. Repetir o procedimento;

9. Retirar o alcool 35% e adicionar &lcool 50%. Tampar o tubo e deixar por 10minutos.
Repetir o procedimento;

10.Retirar o alcool 50% e adicionar alcool 70%. Tampar o tubo e deixar por 10minutos.
Repetir o procedimento;

11.Retirar o alcool 70% e adicionar alcool 85%. Tampar o tubo e deixar por 10minutos.
Repetir o procedimento;

12.Retirar o alcool 85% e adicionar alcool 95%. Tampar o tubo e deixar por 10minutos.
Repetir o procedimento;

13.Retirar o alcool 95% e adicionar alcool absoluto da marca MERCK. Tampar o tubo e
deixar por 10minutos. Repetir o procedimento mais duas vezes;

14.Realizar fratura com nitrogénio liquido (opcional — a critério do usuario).

15. As amostras devem ser mantidas em alcool 100%, até que seja possivel a realizacao
da secagem em ponto critico de CO,. Caso fiquem armazenadas, manté-las em
geladeira e antes de realizar secagem, fazer mais duas trocas de alcool absoluto com
duracao de 10 minutos cada.

16.Realizar fratura em nitrogénio liquido (opcional para o usuario — IT PBIO 026),
secagem em ponto critico de COz (IT PBIO 025), montagem em stubs (IT PBIO 021),
e metalizagdo com ouro (IT PBIO 024).
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6.6 Fluxograma
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