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RESUMO

Objetivo: avaliar quatro agentes sanitizantes de uso cotidiano hospitalar para determinar a
eficiéncia no combate aos microrganismos existentes em setores de Radiologia. Material e métodos:
Realizou-se a quantificacdo e caracterizacao dos microrganismos existentes nos principais equipamentos
do setor de Radiologia em um hospital ptiblico no Parana. Os testes realizados utilizaram alcool 70%,
hipoclorito de sodio 2,5%, glutaraldeido 2% e é4cido peracético+rH202 0,2%. Resultados: a maior
densidade de microrganismos em 150cm? dos equipamentos foi de bactérias heterotroficas, na mesa
de raios X; foram encontrados exemplares de Staphylococcus sp. e fungos totais também nos demais
equipamentos; o género Pseudomonas sp. nao foi detectado. Para os testes com o hipoclorito de sodio
2,5%, acido peracéticotH202 0,2% e glutaraldeido 2% nao houve crescimento algum para os tempos
testados. Apenas para o alcool 70% no tempo de 5 min, um dos fungos testados apresentou crescimento.
Conclusdo: todos os sanitizantes foram considerados eficientes para os microrganismos testados.

Palavras chave: Sanitizantes, Microrganismos, eficiéncia.

ABSTRACT

Objective: evaluate four sanitizers agents of hospital daily use to determine the efficiency for the
existing microorganisms in sectors of Radiology. Material and methods: It was made quantification and
characterization of the existing microorganisms in the equipment of the sector of radiology in a public
hospital of Parana. The tests was made with alcohol 70%, sodium hipoclorite 2.5%, glutaraldehyde
2% and peracetic acid+H202 0.2%. Results: The biggest density of microorganisms in 150cm 2 of
the equipment, was of heterotrophic bacteria, in the table of X rays; was found Staphylococcus sp.
and total fungi; Pseudomonas sp. it was not detected. For the tests with the sodium hipoclorite 2.5%,
peracetic acid+H202 0.2% and glutaraldehyde 2% did not have growth for the tested times. But for
alcohol 70% in contact of 5 min, one of the tested fungi presented growth. Conclusion: all the sanitizers
had been considered efficient for the tested microorganisms.
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INTRODUCAO

O meio ambiente hospitalar esta intimamente relacionado com infec¢des, podendo proporcionar
focos de contato e de transmissdo. Apesar de muitos microrganismos patogénicos sobreviverem muito
tempo fora de um organismo hospedeiro, existem organismos que sobrvivem por um longo periodo de
tempo (Black 2002). Por isso, ¢ de suma importancia uma boa sanitizacdo dos ambientes e a avaliagao
da microbiota presente em equipamentos, principalmente em se tratando de locais em que ha um
grande niimero de pessoas ja debilitadas por algum tipo de enfermidade, tanto para melhorar as suas
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condi¢des de recuperagdo quanto para prevenir
a contaminagdo de outras pessoas. Uma vez
avaliados os tipos e a densidade dos microbios,
pode-se efetuar uma série de experimentos para
verificar a eficdcia de alguns tipos de sanitizantes
para a maior parte dos organismos presentes.

Segundo a ANVISA (2003), dentre os
desinfetantes mais comumente utilizados estao:
hipoclorito de sddio, formaldeido, compostos
fenolicos, iodo, alcoois e glutaraldeido. Hoefel
et al (1999) descreve que o hipoclorito de
sodio € um desinfetante universal ativo contra
microrganismos ¢ de acordo com Santos et al
(2002), os alcoois sdo potentes bactericidas
contra microbactérias, gram-positivas, gram-
negativas, fungos patogénicos, muitos virus
mas nao apresentam acao contra esporos € virus
nao-envelopados. Romano & Quelhas (1998)
afirmam que o glutaraldeido ¢ bactericida,
virucida, fungicida e esporicida em solugdes
alcalinas.

Outros sanitizantes como o acido
peracético e o perdoxido de hidrogénio vém
sido testados e seus resultados comparados
como feito anteriormente por Souza (2005),
Graziano (2003) e Srebernich (2007).

O presente trabalho teve por objetivo
avaliar a eficiéncia dos sanitizantes alcool 70%,
hipoclorito de sodio 2,5%, glutaraldeido 2% e
acido peracético combinado com peroxido de
hidrogénio0,2%,aplicando-osemmicrorganismos
isolados de um setor de Radiologia de um hospital
publico em Curitiba. Antes desta avaliagdo foram
realizados estudos sobre os microrganismos
encontrados a fim de quantificar e caracterizar
a microbiota local. Esta caracterizagdo consistiu
em andlises macroscopicas, microscopicas e
provas bioquimicas.

A forma de se avaliar o efeito de tais
sanitizantes foi por meio da determinacdo da
taxa de sobrevivéncia celular apds a aplicacao
dos produtos (Mazzola et al 2003).

MATERIAIS E METODOS

Para os procedimentos em laboratorio,
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foi feito o uso de equipamentos e materiais
especificos de um laboratério de microbiologia,
(estufas, autoclave, placas de Petri, tubos de
ensaio, etc) e para a coleta dos microrganismos no
hospital, foram utilizados swabs, padrdes de area
com 25cm?, tubos com solucdo salina (solucao
de Ringer), meios de cultivo ndo seletivos (agar
PCA, égar e caldo BHI, agar e caldo nutriente),
meios de cultivo seletivos (agar e caldo Saboraud,
agar PDA, agar Cetrimide, dgar Baird Parker) e
meios de cultivo para provas bioquimicas.

Os microrganismos foram coletados dos
principais equipamentos: estativa vertical, mesa
de raios X, botdo de disparo do feixe de raios
X, um chassi 35x43cm e atmosfera. A coleta
de microrganismos foi feita pela técnica do
esfregaco em superficie utilizada por Blume
(2006), para este procedimento, swabs estéreis
foram embebidos em solugdo de Ringer estéril e
utilizando-se os padrdes de 4rea também estéreis
delimitou-se a area de 25cm? para que o swab
umido fosse esfregado apenas nesta delimitagao,
esse procedimento foi repedito em 6 partes
distintas dos equipamentos, totalizando uma area
de 150cm?. Somente no caso do botdo disparador,
por ser relativamente pequeno, o swab foi
esfregado em toda sua superficie. Para a coleta da
atmosfera foi utilizada a técnica da sedimentacdo
descrita por Neder (1996), em que placas de Petri
contendo diferentes meios de cultivo estéreis
foram abertas e expostas a atmosfera por 1h.

Para a quantificagdo dos microrganismos
encontrados nos equipamentos foi utilizada uma
regra de trés simples.

Apos quantificados, os microrganismos
foram isolados em colonias puras pela técnica
do esgotamento descrita por Tortora et al (2000).
Em seguida, suas caracteristicas macroscopicas
foram analisadas por observacdes a olho nt, e
suas caracteristicas miscroscopicas através de
microscopia pos coloracdo de Gram, no caso de
bactérias, e no microcultivo (Ribeiro & Soares,
2005), no caso de fungos.

Provas bioquimicas foram realizadas com
o intuito de verificar algumas caracteristicas
metabolicas e sugerir possiveis géneros dos
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microrganismos encontrados, tendo base em com-
paragdes com o manual Bergey’s (2000). Foram
realizadas 9 provas bioquimicas, o teste da catalase,
citrato, urease, indol, Vogues Proskuer, vermelho de
metila, ferro lisina, caldos glicose e lactose.

Apoés a quantificacdo e caracterizagdo, os
microrganismos foram submetidos aos testes
com os sanitizantes. Quatro dos microrganismos
encontrados (2 bactérias e 2 fungos) foram
submetidos aos testes.

A aplicagdo deu-se apds ativagdo dos
isolados em caldo BHI ou Saboraud 24h antes
dos procedimentos para as bactérias e 5 dias antes
para os fungos. Os microrganismos foram testados
nos tempos TO=zero min (controle), T1=5min,
T2=10min e T3=15min para o alcool 70%,
hipoclorito de sédio 2,5% e acido peracético+H, 0O,
0,2% e os tempos TO=zero min (controle) 15min,
30min e 45min para o glutaraldeido 2%. Estes
tempos foram determinados em funcdo do tempo
indicado pelo fabricante (T2).

Em tubos contendo Sml do sanitizante foi
transferido 0,1ml do microrganismo previamente
ativado e neste momento um crondmetro foi
acionado. Decorridos os primeiros 5 min (T1),
0,1ml da solugdo foi transferida para um tubo
contendo 5ml de caldo nutriente, no caso de
bactérias, ou 5ml de caldo Saboraud, em se tratando
de fungos. Com o crondmetro ainda acionado e
atingindo T2 o mesmo procedimento foi realizado
assim como para T3. Todos os procedimentos
foram realizados em triplicata. Para o teste de
controle (T0), ao invés de serem transferidos para
o0 sanitizante, os isolados foram transferidos para
um tubo contendo 5 ml de solucdo de Ringer, que
¢ uma solucdo salina que ndo surte efeito algum
sobre 0s microrganismos.

Logo apos este procedimento os tubos de
caldo nutriente foram incubados a 37°C por 24h e
oscom caldo Saboraud a28°C por 5 dias. Decorrido
o tempo de incubacao verificou-se o crescimento
nos tubos e 0,Iml de uma das triplicatas de cada
exemplar foi inoculado em placa (cada caldo em
seurespectivo agar e incubado em suas respectivas
condig¢des) pela técnica do espalhamento a fim de

verificar o crescimento e o quantificar. No caso
de TO foram feitas diluicdes ate 107 ¢ 107,
para bactérias, e 102 ¢ 10, para fungos, sendo
apenas estas plaqueadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificagdio dos microrganismos
encontrados na atmosfera do ambiente em
estudo apresentou as contagens mostradas na
Tabela 1.

TABELA 1. Determinagdo quantitativa de
microrganismos coletados em placas de Petri com
63,6 cm? de area, expostos por 1h a atmosfera da
sala de exames do setor de radiologia.

UFC
Microrganismo Coletal Coleta 2 Média das coletas
B. Heterotroficas 32,0+5 36,0+5 34,045
Staphylococcus sp.  14,3€1,5 15,017 14,65+1,5
Pseudomonas sp. <1,0 <1,0 <1,0
Fungos Totais 23,0£1,7  23,0+5 23,0+1,7

*UFC: Unidade formadora de colonia.

A Anvisa (2000) determina fungos totais
como padrdao de contaminagdo em ambientes
climatizados sendo que as contagens nao podem
passar de 750 UFC/m?. Apesar da comparacao
com os resultados obtidos ndo ser precisa, o
numero encontrado foi relativamente baixo
sendo entdo considerado dentro dos padroes.

Segundo Santos (1999), o ar ndo ¢ um
meio no qual possam crescer microrganismos
e sim um portador de matéria particulada, po
e goticulas, que podem estar carregadas com
microbios.

As contagens obtidas nos principais
equipamentos sdo mostradas na Tabela 2.

TABELAZ2. Densidade de microrganismosencon-
trados em 150 cm? dos equipamentos analisados
da sala de exames do setor de radiologia.
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Microrganismos em UFC/ml / 150cm?

Local Mesa Botdo Chassi Estativa
B. Heterotroficas 3,4 x10°+3,5 1,01 x10°+0,7 14x10°+0 <1,0
Staphylococcus sp. 2,5 x10° £2 1,2x102+0.5 1,6x10°+0,7 <1,0
Pseudomonas sp. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

Fungos totais 1x10°+£7,5 9,6x102+58 1,7x10°+42 <1,0

*UFC: Unidade formadora de colonia.

Apo6s a quantificagdo partimos para as
analises macroscopicas € microscopicas.

As colonias foram identificadas por suas
coloracoes e assim classificadas e isoladas em
culturas puras. Detectou-se 6 tipos de colonias
bacterianas e 8 tipos de colonias fungicas
filamentosas diferentes e suas caracteristicas
macroscopicas foram analisadas conforme
especificacdes descritas por Neder (1999).

As andlises microscopicas deram-se
através de coloragdo de gram, para bactérias, e
microcultivo, para fungos filamentosos.

Todas as  colonias  bacterianas
encontradas apresentaram-se gram positivas.
Apds a microscopia diagnosticou-se que 4
dos exemplares sdo células com morfologia
denominada cocos ¢ arranjo estafilo, um
dos exemplares também sdo cocos mas com
arranjo diplo e para o ultimo exemplar foram
detectados bastonetes curvos sem arranjo (as
células apresentam-se isoladas).

A andlise dos microcultivos teve por
objetivo encontrar os corpos de frutificagdo
dos fungos para sugerir alguns dos géneros
encontrados através de comparagdes com
imagens de Mazza et al (2001) e Barnet &
Hunt (1998). Segundo estas comparagdes
sugere-se que os exemplares encontrados
possam pertencer aos géneros Cladosporium
sp., Floccosum sp., Blastomyces sp.,
Helicocephalum sp., Aspergillus sp. e
Gliomastix sp. Sendo que alguns dos fungos
assemelham-se a mais de um género e outros
nao foi possivel a visibilizacdo de seu corpo de
frutificacao.

Com base no Bergey’s Manual (2001),
e comparando os resultados das provas
bioquimicas feitas com as coldnias bacterianas,
concluiu-se que as células com formato de
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cocos podem pertencer aos géneros micrococcus
sp. ou staphylococcus sp., as células com formato
de bastonetes curvos podem pertencer ao género
Clavibacter sp. ou Corynebacterium sp.

Os resultados da avaliagdo da eficiéncia dos
sanitizantes estdo descritos nas Tabelas 3 ¢ 4.

TABELA 3. Verificacdo do crescimento das
bactérias isoladas apods contato com diferentes
sanitizantes em diferentes tempos.

UFC
Tempo (minutos)
Sanitizante Bactéria 5 10 15 30 45
Alcool 70% Preta (142+5,0%) <1,0 <1,0 <1,0 NA NA**
Irregular (156+1,4%) <1,0 <1,0 <1,0 NA NA
Hipoclorito de sodio Preta <1,0 <1,0 <1,0 NA NA
2,5%
Irregular <1,0 <1,0 <1,0 NA NA
Glutaraldeido 2% Preta NA NA <1,0 <1,0 <1,0
Irregular NA NA <1,0 <1,0 <1,0
Acido peracétido+ Preta <1,0 <1,0 <1,0 NA NA
peroxido de
hidrogénio 0,2%

Irregular <1,0 <1,0 <1,0 NA NA

* Tempo zero (controle)
**NA: Nao avaliado

TABELA 4. Verificagdo do crescimento dos fungos
isolados apds contato com diferentes sanitizantes
em diferentes tempos.

UFC/ml
Tempo (minutos)
Sanitizante Fungo 5 10 15 30 45
Alcool 70% Amarelo 1,5£0,7 <1,0 <1,0 NA NA**
esverdeado
(14,5+0,7*)
Branco <1,0 <1,0 <1,0 NA NA
(914%)
Hipoclorito de sodio Amarelo <1,0 <I1,0 <1,0 NA NA
2,5% esverdeado
Branco <1,0 <1,0 <1,0 NA NA
Glutaraldeido 2% Amarelo NA NA <1,0 <1,0 <1,0
esverdeado
Branco NA NA <1,0 <1,0 <1,0
Acido peracétido+ Amarelo <1,0 <1,0 <1,0 NA NA
peroxido de esverdeado
hidrogénio 0,2%
Branco <1,0 <1,0 <1,0 NA NA

* Tempo zero (controle)
**NA: Nao avaliado
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O unico microrganismo que apresentou
sobreviventes, foi um dos fungos testados com
0 alcool 70% no tempo de Smin. O crescimento,
apesar de baixo, demonstra que o alcool 70% nao
¢ totalmente eficiente para determinados tipos de
fungos.

O tempo de reducao decimal, que ¢ o tempo
necessario para se reduzir 90% da populagao
inicial, determinado por Mazzola et al (2003),
foi no maximo de 25 min de contato com o
glutaraldeido 2% e 5 min para o 4cico peracético
+ H202 0,2%, sendo este tempo 3 vezes maior
que o determinado para os organismos mais
resistentes testados por Mazzola et al (2003).
Estes dados confirmam que os testes realizados
possuem resultados coerentes.

Aaplicagao dos sanitizantes nao foirealizada
no proprio local como realizado por Yassaka
(2007), pois apds aplicados os sanitizantes até o
tempo para a proxima coleta poderia haver uma
precipitagdo de células existentes na atmosfera
alterando os resultados.

CONCLUSAO

A maior densidade dos microrganismos
em 150 cm? dos principais equipamentos e da
atmosfera da sala de Radiologia em estudo foi de
bactérias heterotroficas.

A analise macroscopica realizada com
0os microrganismos encontrados permitiu a
caracterizacdo de seis colonias bacterianas e oito
tipos de colonias fingicas, identificadas de acordo
com pigmentacao e textura apresentados. A analise
microscopica dos isolados bacterianos, através da
coloracdo de Gram, revelou a predominancia de
cocos Gram + com arranjos estafilo.

Os resultados das provas bioquimicas
possibilitaram estabelecer uma relagdo com os
géneros Staphylococcus sp., Micrococcus sp.,
Streptococcus sp., Clavibcter sp., Mobiluncus sp.
e Corynebacterium sp.;

Os quatro produtos avaliados, dois ja
utilizados pelo hospital (dlcool 70% e hipoclorito
de sodio 2,5%) e os dois sanitizantes alternativos
acido peracéticotH,0, 0,2% e glutaraldeido

2%) apresentaram-se eficientes como agen-
tes sanitizantes e/ou desinfetantes para a
microbiota selecionada e isolada a partir da
sala de exames do setor de Radiologia em seus
principais equipamentos.
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