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RESUMO

Os surtos de infecgbes por micobactérias de crescimento rapido (MCR) apds
procedimentos meédicos invasivos, ocorridos em diferentes estados do pais,
resultaram no surgimento de indmeros questionamentos em relacdo as
caracteristicas dos micro-organismos envolvidos, aos procedimentos empregados na
desinfeccdo de equipamentos e principalmente na eficacia dos produtos utilizados
nesses procedimentos, até entdo considerados seguros para essa aplicacao.
Mycobacterium massiliense, entre outras MCRs, tem sido isolada como agente
etiologico de infec¢des localizadas e sistémicas, e um unico clone (BRA100) se
mostra prevalente em todo o pais. A ndo evidéncia de transmissdo de MCR através
do contato entre pessoas tem levado a proposi¢cao de que a infec¢cdo possa ocorrer
a partir de fontes ambientais, reforcando a suspeita de desinfeccao inadequada dos
artigos médicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a suscetibilidade de MCR pelo
Método Confirmatorio para Avaliagdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes
da Association of Official Analytical Chemists, frente aos desinfetantes a base de
glutaraldeido, acido peracético e ortoftalaldeido. Foram avaliadas 5 cepas clinicas
de M. massiliense pertencentes ao clone BRA100, juntamente com as cepas de
referéncia M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae ATCC 35752, M. fortuitum ATCC
6841 e M. massiliense INCQS 00594. Para os produtos a base de glutaraldeido,
observou-se que nenhum deles foi eficaz para M. bovis BCG Moreau, que € a Unica
cepa de referéncia preconizada pela AOAC nos ensaios de verificacdo da eficacia
deste tipo de produto. M. chelonae foi destruido pelos trés desinfetantes testados,
enquanto M. fortuitum apenas por dois desses. Os trés desinfetantes foram
ineficazes frente & M. abscessus e M. massiliense. Os desinfetantes a base de acido
peracético demonstraram eficacia para todas as micobactérias empregadas
(nenhum crescimento), embora as cepas de M. massiliense tenham demonstrado
uma suscetibilidade reduzida ao Acido peracético B. O produto a base de
ortoftalaldeido foi eficaz frente a M. bovis BCG Moreau e M. chelonae. Todas as
outras micobactérias estudadas foram tolerantes a esse desinfetante. A alta
tolerancia das cepas de M. massiliense ao glutaraldeido foi um fator determinante
para a recente inclusdo da cepa, referente a essa espécie bacteriana, como
obrigatéria nos ensaios da avaliacédo da atividade micobactericida para comprovacéo
da eficacia dos produtos visando registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Visando a reducdo de infeccbes nosocomiais e, consequentemente, a
promoc¢do da saude da populacdo, sugere-se que o uso de produtos a base de
glutaraldeido deve ser suspenso para quaisquer fins no que diz respeito a
desinfeccdo de alto nivel, ja que todas as cepas de M. massiliense provenientes de
surto e pertencentes ao clone prevalente no pais foram tolerantes a esse
desinfetante.

Palavras-chave: Micobactérias de crescimento réapido; desinfec¢cdo de alto nivel;
resisténcia a biocidas; Mycobacterium massiliense.



ABSTRACT

The outbreaks caused by rapidly growing mycobacteria (RGM) after invasive medical
procedures, occurred in different regions of the country, resulted in the emergence of
many questions related to the characteristics of microorganisms associated with
these events, the procedures used in equipment disinfection and, mainly, the
effectiveness of the products used, considered safe for this application up to now.
Mycobacterium massiliense, among others RGM, has been isolated as etiologic
agent of localized and systemic infections, and a single clone (BRA100) is prevalent
in the whole country. The non-evidence of RGM transmission through human contact
has led to the proposition that the infection can occur from environmental sources,
reinforcing the suspicion of inadequate disinfection of medical articles. The aim of this
study was to evaluate the RGM susceptibility by Confirmative in vitro Test for
Determining Mycobactericidal Activity of Disinfectants, from Association of Official
Analytical Chemists, to glutaraldehyde, peracetic acid and orthophtalaldehyde-based
disinfectants. Five M. massiliense clinical strains belonging to the clone BRA100, and
the reference strains M. bovis BCG Moreau, M. abscessus ATCC 19977, M.
chelonae ATCC 35752, M. fortuitum ATCC 6841, M. massiliense INCQS 00594 were
evaluated. For glutaraldehyde-based disinfectants, it was observed that none of them
was effective for M. bovis BCG Moreau, the only reference strain recommended by
AOAC in the effectiveness examination assay of this kind of product. M. chelonae
was killed by the three tested disinfectants, while M. fortuitum was killed only by two
of them. The three disinfectants were ineffective for M. abscessus and M.
massiliense. The peracetic acid-based disinfectants showed effectiveness for all
mycobacteria used (absence of growth), although M. massiliense isolates had
presented a reduced susceptibility to peracetic acid B. Orthophtalaldehyde-based
product was effective to M. bovis BCG Moreau and M. chelonae, and all the others
mycobacteria studied were tolerant to this disinfectant. The high tolerance of M.
massiliense isolates to glutaraldehyde was a determinant factor for the recent
mandatory inclusion of the strain referent to this bacterial species in mycobactericidal
activity evaluation assay for effectiveness verification of products in order to register
them on Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. In order to reduce the nosocomial
infections and, consequently, to promote human health, it is suggested that the use
of glutaraldehyde-based products must be suspended for whatever purpose, in
relation to high level disinfection, since all M. massiliense isolates from outbreaks and
belonging to the prevalent clone in the country were tolerant to this disinfectant.

Key-words: Rapidly growing mycobacteria; high level disinfection; biocide resistance;
Mycobacterium massiliense.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICOBACTERIAS

As micobactérias pertencem ao filo Actinobacteria, género Mycobacterium,
familia Micobacteriaceae, e constam de 149 espécies e 11 subespécies descritas na
lista de espécies bacterianas com nomes aprovados. S&80 micro-organismos
caracterizados como bastonetes aerobios ou microaerdfilos, iméveis, néo
encapsulados e ndo esporulados (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005, BRITO, 2008,
EUZEBY, 2011). Apresentam outras caracteristicas como patogenicidade, coloracéo
alcool-acido resistente, resisténcia a drogas e a estresses ambientais, como o
ressecamento (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Nas micobactérias, uma camada espessa de acido micdlico substitui a
camada externa de lipopolissacarideos encontradas na parede celular de bactérias,
0 que contribui no seu processo de resisténcia a agentes quimicos e fisicos e a sua
taxa de crescimento lento, ja que 0s nutrientes entram por essa camada bem
lentamente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005, BRITO, 2008). Os acidos micdlicos
sdo 4&cidos graxos de cadeia longa que se ligam covalentemente aos
polissacarideos designados arabinogalactanos, e estes fazem a ligacdo por pontes
fosfodiéster com as peptideoglicanas, resultando numa parede rica em lipideos e,
consequentemente, numa barreira impermeavel a moléculas hidrofilicas, permitindo
a maior resisténcia das micobactérias a varias substancias, inclusive desinfetantes e
antibioticos, quando comparadas as outras bactérias (FIGURA 1) (FRAUD et al.,
2003, HINRICHSEN, 2007).

Runyon, em 1959, classificou as micobactérias atipicas com base no tempo
de crescimento “in vitro” e na produgao de pigmentos carotendides em: crescimento
lento composto por trés grupos, e um grupo formado por micobactérias de
crescimento rapido (MCR). Dentre as micobactérias de crescimento lento, no grupo |
encontram-se as fotocromogénicas, que produzem pigmento laranja ou amarelo
guando expostas a luz; o grupo Il é composto pelas escotocromogénicas que sao
semelhantes ao grupo anterior, porém podem produzir os pigmentos mesmo na

auséncia de luz e no grupo lll estdo as acromogénicas que nao produzem
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pigmentos. As micobactérias de crescimento rapido formam o grupo IV, podendo
apresentar-se pigmentadas ou ndo, e geralmente sdo saprofitas, porém podem estar
associadas a casos de patologia humana (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004,
FONTANA, 2008).

Ramifica¢des e cobertura

Acil Complexo de da por¢do manana de LAM
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\"v

EZ] i
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___-vmwu MOADADAD € Arabinana

Ligac&o fosfodiéster SANAS SN SCONN S A N
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LY X
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TRENDS in Microbiology

Fonte: Adaptado de Medjahed, Gaillard & Reyrat (2010)

FIGURA 1. Estrutura da parede celular de micobactérias.
LAM, Lipoarabinomanana; PIM, manosideos Fosfatidilinositol

As micobactérias foram classificadas também quanto ao tempo de
crescimento em meio solido, e sao geralmente divididas em dois grupos
denominados, atualmente, como micobactérias de crescimento lento (MCL) e
micobactérias de crescimento rapido (MCR). As MCLs incluem a maioria das
micobactérias patogénicas como o complexo Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) e o complexo Mycobacterium avium e produzem colbnias visiveis em
meio sélido apds 7 dias de incubacéo, apresentando tempo de geracdo acima de 16
horas. As MCRs podem ser observadas até mesmo antes de completar 7 dias de
incubacédo, sendo de 3 a 4 horas o seu tempo de geracdo, sendo que meios de

cultura simples contendo sais minerais, glicerol e aminoacidos podem ser utilizados
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para o crescimento da maioria das espécies. As MCR séo referidas algumas vezes
como micobactérias atipicas, micobactérias ndo causadoras de tuberculose ou
micobactérias ambientais. Esses dois grupos se diferenciam ndo s6 quanto a taxa de
crescimento como também de acordo com a morfologia da coldnia, viruléncia e
sensibilidade a antibidticos e biocidas (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004,
BRITO, 2008, PITOMBO; LUPI; DUARTE, 2009).

1.2 MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

As MCRs podem ser encontradas em uma variedade de reservatorios
ambientais como &gua, solo, aerossoéis, em protozodarios, em animais e em seres
humanos (HOWARD; BYRD, 2000). S&o organismos capazes de formar biofilme e
sobreviver em ambientes com niveis baixos de nutrientes (PRIMM; LUCERO;
FALKINHAM, 2004). Aproximadamente cinquenta diferentes espécies de
micobactérias tém sido consideradas agentes etioldégicos de doencas humanas e
varias novas espécies de micobactérias ndo tuberculosas patogénicas tém sido
descritas (WAGNER & YOUNG, 2004).

Entre as principais espécies de MCR relacionadas as doencas no homem
encontram-se Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae e Mycobacterium
fortuitum (SHINNICK; GOOD, 1994). Porém essas infec¢cdes geralmente estédo
associadas a pessoas com fatores predisponentes ou imunocomprometidas, ja que
sdo micro-organismos que geralmente apresentam baixa viruléncia (WAGNER;
YOUNG, 2004, CHO et al., 2010).

Em 2004, Mycobacterium massiliense foi sugerida como uma nova espécie,
dentro do grupo M. chelonae - M. abscessus (ADEKAMBI et al., 2004; LEAO et al.,
2009), sendo aceita em 2006 (VIANA-NIERO et al., 2008, EUZEBY, 2011). Essa
espécie tem sido isolada de surtos de infec¢cdes ap0s processos de laparoscopia e
procedimentos estéticos (VIANA-NIERO et al., 2008), enquanto M. abscessus é
considerada a mais patogénica e resistente a tratamentos quimioterapicos, sendo
freqlientemente isolada de pacientes com fibrose cistica (PETRINI, 2006).

Um micro-organismo de potencial patogénico teoricamente baixo, mas de

importancia crescente € o M. fortuitum. Esta amplamente distribuido na natureza e é



17

frequentemente encontrado no ambiente hospitalar, podendo contaminar materiais
cirargicos e até mesmo os reservatorios de agua. Essa micobactéria pode causar
infeccbes cutaneas através de lesdo pos-cirargica ou no local de uma leséo
penetrante na pele (HINRICHSEN, 2007).

M. chelonae também tem sido considerada, ha muitos anos, como um
importante patégeno presente em hospitais, sendo associada a fluidos de
hemodialise e a solucdes de desinfetantes (CARSON et al, 1978). Recentemente
tém sido descritos casos de infeccfes envolvendo essa bactéria como agente
etioldgico em pacientes imunocomprometidos, cirurgias por laparoscopia e cirurgia
ocular através do laser in situ keratomieleusis (LASIK) (JANKOVIC et al., 2010).

1.2.1 Infecgdes por Micobactérias de Crescimento Rapido

A primeira associacdo de MCR como agente etiologico de patologias
humanas foi feita em 1904, por Ophlls, que observou a presenca de micobactérias
em abscesso cronico em humanos. Entretanto o reconhecimento da importancia
dessas bactérias na patologia humana como causadores de doencas, associadas
aos quadros nosoldgicos, ocorreu em 1950 (TIMERMAN, 2005).

As MCR estao envolvidas em infec¢des que vao desde abscessos localizados
até doencas pulmonares; podem afetar varios tecidos causando osteomielite, artrite,
linfoadenite, otite média crbnica, infec¢cbes da cérnea provocando até mesmo a
remocao do tecido infectado, e tem emergido como um dos principais causadores de
infeccdes respiratérias (FALKINHAM, 1996, HOWARD; BYRD, 2000, PHYLLIPS;
VON REYN, 2001, SHIN et al., 2007, CARDOSO et al., 2008).

As infec¢des cutaneas e subcutaneas ocasionadas por essas micobactérias
sdo caracterizadas na forma de abscessos piogénicos, indicando uma reacao
inflamatdria aguda. Pode ainda haver evolucdo lenta do caso com inflamacgéo
cronica, formando nodulos, fistulas e ulceracdo (FONTANA, 2008).

Um relato foi registrado por Vijayaraghavan e colaboradores (2006), onde
foram detectados 145 casos de infec¢des por M. chelonae em pacientes que foram
submetidos a cirurgia de videolaparoscopia em um mesmo hospital num periodo de

seis meses. A agua utilizada na etapa de rinsagem dos instrumentos a serem
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submetidos a processo de desinfeccdo foi reconhecida como a fonte de
contaminagdo. Os micro-organismos se proliferavam no biofilme formado nos

recipientes contendo os desinfetantes.

FIGURA 2. Infeccao por Micobactérias de
Crescimento Rapido apos lipoaspiragéo.
Disponivel em:
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0034-
89102008000100020&script=sci_arttext

Nos Estados Unidos, somente em 2007, ocorreu o0 primeiro relato
descrevendo a identificacdo de isolados de M. massiliense associados a infec¢des
ocorridas em dois pacientes que foram submetidos a procedimentos invasivos,
porém ha suspeitas de que esse micro-organismo ja era comum anteriormente e
classificado incorretamente como M. abscessus. A identificacéo foi realizada através
do sequenciamento dos genes rpoB, sodA e hsp65 (SIMMON et al., 2007).

Um caso foi registrado na Italia de infec¢do letal causada também por M.
massiliense em uma paciente de 63 anos. O tratamento correto ndo foi realizado de
imediato, levando a paciente a ébito. Posteriormente, identificaram a bactéria como
M. massiliense através do sequenciamento do gene rpoB. O isolado clinico era
sensivel somente a claritromicina e amicacina, indicando seu alto potencial
patogénico (TORTOLI et al., 2008).

Em 2010, outro estudo norte-americano relatou casos de infec¢cdes por M.
fortuitum associados a cirurgia de Banda Gaéstrica por laparoscopia, indicando que
novas fontes de infec¢des relacionadas a esta micobactéria estdo surgindo, ja que

esta MCR est4 tipicamente envolvida em infecgbes cutdneas e, ocasionalmente,
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pulmonar. Sendo assim, M. fortuitum tem sido considerado um patégeno ambiental
relevante, capaz de causar um amplo espectro de doencas (CALLEN; KESSLER,
2010).

1.2.2 Casos e surtos no Brasil

Ha alguns anos as investigacdes e relatos de casos e surtos por MCR eram
pouco frequentes, no Brasil, porém esse quadro foi sendo modificado ao longo do
tempo conforme descrito a seguir. Em 1988, no Rio de Janeiro, foram descritos 2
casos de ceratite por M. abscessus ap0s cirurgia a laser para correcao de miopia;
em 1999, casos semelhantes foram observados em S&o Paulo e nesse mesmo ano,
22 casos de pacientes submetidos a cirurgia ocular através do LASIK, em uma
clinica do Rio de Janeiro, também apresentaram ceratite por M. chelonae
(ALVARENGA et al., 2002, SAMPAIO et al., 2006).

Em S&o Paulo, no ano de 2000 mais 10 casos de ceratite envolvendo M.
chelonae foram diagnosticados ap6s o tratamento por LASIK em uma mesma
clinica. No mesmo ano, M. chelonae foi também isolado de abscessos cutdneos em
10 pacientes submetidos a mesoterapia. Em 2002, fato semelhante a esse foi
observado em outra clinica de estética na cidade de Sdo Paulo (SAMPAIO et al.,
2006). Em 2004, em Belém, foram diagnosticados 111 casos de infeccbes por M.
abscessus em pacientes submetidos a mesoterapias e laparoscopias. Caso
semelhante foi também verificado no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Teresina, com
mais de 115 pacientes envolvidos (ANVISA, 2005b).

De 2003 a 2008, foram registrados varios surtos significativos por MCR apos
cirurgias por videolaparoscopia em 16 diferentes estados brasileiros, com estimativa
de mais de 2.000 casos suspeitos (ANVISA, 2008). Foi observado que o aspecto
comum em todos os surtos foi o relato de que diferentes cirurgides utilizaram seu
proprio equipamento de laparoscopia desinfetado em solugcédo de glutaraldeido a 2%
entre uma cirurgia e outra (VIANA-NIERO et al., 2008). Esse procedimento pode se
tornar um grande problema, ja que as MCR podem sobreviver sobre equipamentos
desinfetados de forma inadequada, que posteriormente sendo utilizados em
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diagndsticos clinicos ou em cirurgias, podem consequentemente causar infecces
nosocomiais (SHIN et al., 2007).

Em Belém, no Instituto Evandro Chagas, de 1999 a 2003 foram
diagnosticados a cada ano entre 4 a 12 casos de infec¢bes por MCR, sendo que a
maioria era oriunda de infecgbes respiratorias. Porém entre 2004 e 2005 foram
isolados MCR de pacientes submetidos a procedimentos médicos invasivos, 0s
quais foram inicialmente descritos como M. abscessus e mais recentemente
caracterizados como M. massiliense e M. bolletii, que diferem apenas em 3
nucleotideos, em relacdo ao gene hsp65 (VIANA-NIERO et al., 2008). Foi o primeiro
surto significativo por M. massiliense no pais, onde cinquenta e oito isolados
pertencentes ao mesmo clone, BRA100, foram detectados em pacientes submetidos
a cirurgias de videolaparoscopia, em dezesseis hospitais privados. As infeccbes
foram caracterizadas por hiperemia local e formacdo de abscessos com aspecto
inflamatério e secrecdes purulentas, além de ndo responderem a terapia
antimicrobiana comum (DUARTE et al., 2009). Ja os isolados oriundos de biopsia
apos mesoterapia foram identificados como M. bolletii, pertencentes a varios clones
(VIANNA-NIERO et al., 2008).

Apos este primeiro surto de infec¢des poés-cirdrgicas por M. massiliense,
varios outros foram descritos em aproximadamente quinze estados brasileiros e
associados também a um unico clone (CARDOSO et al., 2008, DUARTE et al.,
2009). Como é o caso do surto ocorrido em Goiania, onde 18 isolados de M.
massiliense pertencentes a um mesmo clone foram provenientes de infeccfes
geradas apdés procedimentos videocirargicos, principalmente artroscopia (CARDOSO
et al., 2008).

Em 2007, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou um
alerta sobre infeccbes por micobactérias nao tuberculosa apOs videocirurgia,
informando dados sobre a presenca, principalmente, de M. abscessus em
estabelecimentos ligados a saude, em varias localidades de Norte ao Sul do Pais. E,
a Rede Nacional de Investigagcdo de Surtos e Eventos Adversos em Servi¢cos de
Saude (RENISS) confirmou a ocorréncia, em varias localidades dos Estados
brasileiros, de infeccbes pos-cirurgicas por MCR representados por M. abscessus,
M. chelonae e M. fortuitum em pacientes submetidos a processos invasivos, devido
principalmente a utilizacdo de instrumentais ou artigos médicos que sofreram

desinfeccdo de alto nivel em solucdo de glutaraldeido, o que na pratica clinica
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constitui uma das medidas para prevenir a disseminacao de bactérias em ambientes
relacionados a saude (ANVISA, 2007a).

A ANVISA divulgou em 2008 uma nota técnica sobre infeccbes hospitalares
por MCR, informando que de 2003 até abril de 2008 haviam sido notificados mais de
2.000 casos em hospitais particulares do pais. O maior nimero de casos de
infec¢des ocorreu no Rio de Janeiro, com quase 1.000 casos, seguido do Para, onde
foram confirmados 314 casos. No estado do Espirito Santo também foram
confirmados mais de 200 casos. Houve ocorréncias também nos estados de
Pernambuco, Roraima, Bahia, Mato Grosso do Sul, Piaui, Minas Gerais, Mato
Grosso, Distrito Federal, Sdo Paulo, Goids, Parana, e no Rio Grande do Sul
(TABELA 1). Desses casos confirmados, 74% era representado por pacientes do
sexo feminino, onde a maioria havia sido submetida a cirurgias na regiao abdominal
(72%), sendo o video a principal via de acesso do procedimento (82%) (ANVISA,
2008).

No estado do Rio de Janeiro, somente nos anos de 2006 e 2007, em 63
hospitais, foram identificados 1.051 casos suspeitos de infeccbes relacionadas a
procedimentos videolaparoscoépicos. Essas infec¢cdes acometeram principalmente a
pele e o tecido celular subcutaneo e foram causadas por M. massiliense,
pertencente ao clone BRA100, o mesmo encontrado nos surtos de Belém e Goiania.
As principais manifestacdes clinicas eram a formacédo de abscessos, ndédulos e
ulceracdes nos sitios de incisdo (LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009, DUARTE et
al., 2009).

A contaminacdo por M. massiliense nos recentes surtos tem sido prevalente,
provavelmente devido a sobrevivéncia atipica desse micro-organismo em diferentes
ambientes, sua resisténcia a biocidas e sua capacidade de formar biofilmes (CHO et
al., 2010).
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TABELA 1. Casos de infecgcdes por Micobactérias de Crescimento Rapido em alguns estados

brasileiros
UF ANO
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 Sl Total
PE 1 1
RO 1 1
BA 5 1 6
MS 8 8
Pl 9 9
MG 13 3 16
MT 1 16 4 21
DF 1 10 3 9 23
SP 29 14 1 44
GO 2 22 22 25 71
PR 1 127 15 143
RS 8 34 43 61 146
ES 1 4 219 36 260
PA 3 1 7 248 27 3 25 314
RJ 10 527 416 16 969
Total 3 1 36 273 56 576 851 58 178 2032

Sl, sem informacéo ou sob investigacédo; PE, Pernambuco; RO, Roraima; BA, Bahia; MS, Mato Grosso do Sul; P, Piaui; MG,
Minas Gerais; MT, Mato Grosso; DF, Distrito Federal; SP, Sdo Paulo; GO, Goias; PR, Parana; RS, Rio Grande do Sul; ES,
Espirito Santo; PA, Para; RJ, Rio de Janeiro.

Fonte: ANVISA (2008)

1.2.3 Tratamento e diagndstico

O tratamento das doencas por MCR ¢é dificultado ndo somente por
apresentarem resisténcia a maioria das drogas de primeira linha, como também por
exibirem diferentes perfis de sensibilidade aos antibioticos disponiveis, mas também
pelo fato do tratamento envolver meses de terapia com esses medicamentos
(HOWARD; BYRD, 2000).

Para infeccbes causadas por M. fortuitum e M. abscessus € recomendado
tratamento intravenoso com amicacina e cefoxitina. O imipenem é indicado como
alternativa as cepas que sao resistentes a esses farmacos. A antibioticoterapia é
aconselhada por no minimo quatro meses, em caso de infecgcbes consideradas

graves, e seis meses para as infecgdes 6sseas (LUNA, 2001).
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De acordo com Cho e colaboradores (2010), M. massiliense proveniente de
infeccdo cutanea associada com procedimento cirargico se apresentou sensivel
frente a claritromicina (CIM < 0.5 ug/mL), amicacina (CIM = 4 ug/mL) e cefoxitina
(CIM = 16 pg/mL), sendo resistente a doxaciclina (CIM = 32 pug/mL).

O diagnoéstico da doenca é realizado através da analise microbioldgica de
tecidos e secrecOes causadas pelas infeccbes para comprovar a presenca do micro-
organismo. A pesquisa de BAAR (Bacilos Alcool-acido Resistentes) nessas
secrecbes € importante para auxiliar no diagnéstico da doenca. Os testes de
sensibilidade também sé&o indicados para as cepas clinicas de MCR, por causa das
diferengas na suscetibilidade aos antimicrobianos entre as espécies desses micro-
organismos e até mesmo entre cepas do mesmo clone (WAGNER; YOUNG, 2004,
ANVISA, 2007c).

1.2.4 Identificacdo de MCR

A identificacdo de MCR em nivel de espécie através de provas bioquimicas
convencionais € bastante dificultada ndo somente por consumir muito tempo até a
leitura dos resultados, como também por apresentar limitacbes quanto ao seu poder
discriminatorio, jA que essas micobactérias apresentam padrdes fenotipicos muito
semelhantes. Atualmente a identificacdo € complementada por técnicas de biologia
molecular a fim de auxiliar na acuracia dos resultados ou mesmo na caracterizagcao e
descricdo de novas espécies (LUNA, 2001, SHIN et al., 2007).

A identificagcéo correta de espécies de MCR é imprescindivel para a descri¢cao
exata das infeccOes ocasionadas por essas bactérias. O sequenciamento do gene
16S rRNA era o método principal para identificacdo de isolados de micobactérias,
porém resultados ambiguos podem ser obtidos devido a possivel presenca de duas
copias do gene 16S rRNA com sequéncias diferentes no mesmo micro-organismo. O
sequenciamento do gene rpoB tem se mostrado mais eficiente para caracterizacao
de novas espécies, como Mycobacterium bolleti, que foi identificado a partir desse
método molecular (ADEKAMBI et al., 2006, LEAO et al., 2009).

M. massiliense, por exemplo, € um micro-organismo dificil de ser identificado

fenotipicamente utilizando métodos convencionais, além disso, apresenta grande
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semelhanca com M. abscessus, uma vez que apresentam a mesma sequéncia do
gene 16S rRNA. A diferenciacdo desses patdgenos pode ser facilitada a partir do
sequenciamento dos genes rpoB, hsp65, sodA e recA (CHO et al., 2010).

1.2.5 Mecanismo de tolerancia

O mecanismo de tolerancia das micobactérias a desinfetantes ndo esta bem
elucidado, porém sabe-se que a baixa permeabilidade da parede externa das
micobactérias certamente contribui para a resisténcia intrinseca desses micro-
organismos a diversos agentes, inclusive antibioticos (STEPHAN et al., 2004).

O grande conteudo lipidico e a camada tripla da parede celular confere as
micobactérias mais tolerancia aos desinfetantes, a temperaturas elevadas e a luz
ultra-violeta quando comparadas as outras bactérias patogénicas (FONTANA, 2008).
Além disso, sdo capazes de formar biofilme que além de dar suporte ao crescimento
micobacteriano, protege o organismo dificultando a desinfeccdo (LORENA;
DUARTE; PITOMBO, 2009).

Alguns estudos demonstram que micobactérias de crescimento rapido, como
M. fortuitum e M. chelonae, sdo capazes ndo somente de sobreviver, mas também
de se multiplicar em agua destilada, atingindo niveis de 10* a 10° células por mL,
sendo mais resistentes a alguns desinfetantes do que bactérias Gram-negativas
tipicamente encontradas em equipamentos hospitalares (CARSON et al., 1978).

Em um hospital universitario no Japdo, em 1999, foram isoladas 18 cepas de
M. chelonae de maquinas para lavagem de broncoscopios, dentre as quais 50% se
apresentavam tolerantes ao biocida a base de glutaraldeido e a alguns antibioticos,
gerando um alerta sobre a existéncia de cepas resistentes em hospitais (NOMURA
et al., 2004).

Deficiéncias nas porinas, que séo proteinas expostas na superficie da célula
bacteriana e que geralmente transportam moléculas como os antibiéticos para o
interior da célula, podem representar um importante papel no mecanismo de
tolerancia de M. chelonae e M. smegmatis frente ao glutaraldeido e ortoftalaldeido,
sugerindo que possa haver similaridades no mecanismo de outras micobactérias e

bactérias Gram-negativas em relacdo aos desinfetantes a base de aldeido
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(SVETLIKOVA et al., 2009) Outro estudo utilizou uma cepa de M. smegmatis que
sofreu mutagdo e ndo continha a principal porina MspA, e foi observado que essa
delecdo aumentou o nivel de resisténcia dessa bactéria a alguns antibiéticos. Com
base nesse estudo verificou-se que ha relacdo entre a via das porinas e o
mecanismo de resisténcia desse micro-organismo, j& que houve modificacbes na
permeabilidade da membrana externa desta micobactéria (STEPHAN et al., 2004).

Outra evidéncia que pode explicar a tolerancia de micobactérias a biocidas
sdo as mudancas nos monossacarideos das por¢cbes arabinogalactana e
arabinomanana, o que pode provocar uma reducao da permeabilidade da parede
celular, impedindo a penetracdo do desinfetante na bactéria e, consequentemente,
sua acdo (MANZOOR et al., 1999). Hidrofobicidade e impermeabilidade sao
certamente fatores que contribuem para que as micobactérias sejam tolerantes a
processos de desinfeccdo (BRENNAN; NIKAIDO, 1995). Agentes hidrofilicos
possuem grande dificuldade para penetrar na parede celular em concentracdes
suficientemente altas para ter uma acdo micobactericida (FRAUD; MAILLARD;
RUSSEL, 2001).

Uma alternativa para a reducdo da carga micobacteriana, ja que essas
bactérias tém se mostrado tolerantes a alguns mecanismos de desinfeccao, seria a
combinacdo de desinfetantes com agentes surfactantes a fim de aumentar a
penetracdo nas ceélulas e biofilmes, eliminando uma carga superior de micobactérias
(FALKINHAM, 2003).

Alguns autores cogitaram a possibilidade do mecanismo dificultado de
eliminacdo das micobactérias estar relacionado ao possivel processo de
esporulagéo realizado por essas bactérias para se adaptarem em condi¢cdes de
estresse (GHOSH, 2009). Porém esse mecanismo ainda ndo esta bem esclarecido,
ja que Traag e colaboradores (2010) concluiram que € improvavel que as
micobactérias sejam capazes de formar endosporos.

Outros fatores de viruléncia identificados em micobactérias de crescimento
lento podem ser importantes na elucidacdo do mecanismo de patogenicidade de
MCR. Mudancas na estrutura da parede celular bacteriana, que afetam a morfologia
da colbnia, alteram a viruléncia de Mycobacterium avium, por exemplo, € 0 mesmo
pode ocorrer com algumas MCR (HOWARD; BYRD, 2000).
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1.2.6 Fonte de infecgbes e transmissao

Segundo Shin e colaboradores (2007) a ndo evidéncia de transmissdo de
MCR de pessoa a pessoa leva a proposicdo de que os seres humanos sao
infectados por fontes ambientais que podem incluir aerossois, solo, alimentos,
equipamentos e agua. Alguns estudos relatam a persisténcia desses micro-
organismos em ambientes hospitalares pelo fato de n&do serem destruidos por
desinfetantes e tolerarem variagoes de pH e temperaturas.

O mecanismo de transmissao mais aceito seria a formacao de aerossois dos
micro-organismos, no caso de infec¢des respiratdrias, e sua ingestdo por via
digestiva, em linfoadenites. Em pacientes com infec¢cdes cutaneas, é provavel que
aconteca a inoculacdo direta do patdégeno através da agua e outros materiais
cirdrgicos (LUNA, 2001).

N&o ha explicacdes claras para a definicdo da fonte de infec¢cdes causadas
por micobactérias atipicas. Tal questdo pode envolver uma possivel contaminagao
da agua, falhas no processo de limpeza do instrumental cirdrgico ou até mesmo a
inefichcia dos produtos esterilizantes na total eliminacdo dos micro-organismos
(ANVISA, 2009).

A tolerancia a altas temperaturas e aos desinfetantes quimicos tais como
glutaraldeido e compostos clorados contribuem para o isolamento de algumas
espécies em sistemas de fornecimento de agua e superficies expostas a agua
durante o procedimento de limpeza. Em estabelecimentos de saude as MCR tém
sido encontradas em agua encanada, maquinas de gelo, equipamentos dentarios,
broncoscopios, injetores, agua de rinsagem para maquinas de hemodialise,
provavelmente devido a hidrofobicidade das paredes das células micobacterianas, e
em desinfetantes (HOWARD; BYRD, 2000).

Em alguns casos a fonte de infec¢Oes pode estar associada com a limpeza
inadequada de equipamentos médicos, onde pode ser acumulada matéria organica,
levando a formacéao de biofilmes e assim dificultando a acdo dos desinfetantes. Além
também, das irregularidades em relacdo ao tempo de exposi¢cdo do produto sobre o
artigo a sofrer desinfeccéo de alto nivel (CARDOSO et al, 2008).
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1.3 MEDIDAS PREVENTIVAS DE INFECCOES

Infeccé@o hospitalar é definida como aquela a qual ndo ha qualquer evidéncia
de que a infeccdo estivesse presente ou incubada na época da admissdo do
paciente no hospital. Estudos epidemiologicos revelam que tais infec¢des séo
decorrentes de procedimentos e técnicas praticadas de forma inadequada pelos
profissionais de saude e, com o objetivo de reduzir a exposicdo do hospedeiro
suscetivel ao micro-organismo, medidas preventivas tém sido empregadas através
do uso de anti-sépticos sobre tecidos vivos e de outros tipos de agentes
antimicrobianos para a desinfeccdo de artigos médicos, do mobiliario e das
superficies em hospitais. A desinfeccéo por esses agentes pode ser de carater fisico
ou quimico (RUSSEL, 1991, NOGUCHI et al., 1999, MCDONNELL, 2007).

A eficacia dos desinfetantes contra as micobactérias depende de varios
fatores como a composicdo e concentracdo do agente ativo, a presenca de material
organico e o tempo de contato com o desinfetante. Instrumentos médicos que
entram em contato com membranas mucosas requerem desinfeccdo de alto nivel,
no qual séo utilizados agentes quimicos como glutaraldeido e &cido peracético por
apresentarem atividade micobactericida comprovada (BLOCK, 2001).

Os desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos e esterilizantes podem
conter em suas formulacdes principios ativos tais como glutaraldeido, ortoftalaldeido
e acido peracético (BLOCK, 2001).

A solucdo de glutaraldeido a 2%, em pH alcalino, é amplamente utilizada para
desinfeccdo de alto nivel e esterilizacdo de objetos sensiveis ao calor, como
endoscopios e equipamentos de plasticos e, ndo € corrosiva para a maioria dos
materiais (FRAUD; MAILLARD; RUSSEL, 2001, ANVISA, 2007b). Sua escolha é
pautada devido sua acdo biocida e por seus beneficios se apresentarem maiores
que suas desvantagens, além de agir na presenca de matéria organica. Apdés a
ativacdo do produto seu prazo de validade varia entre 14 e 28 dias conforme o
fabricante, devendo haver, na pratica, um monitoramento da concentracdo da
solucéo por meio de fitas indicadoras da sua concentracdo. E essas fitas ndo devem
ser usadas para ampliar a vida util do glutaraldeido apds seu prazo de validade, ou
seja, ndo devem ser utilizadas apés a data de vencimento do produto (RODRIGUES
et al., 1997, ANVISA, 2007b).
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E recomendado o manuseio de glutaraldeido em ambientes bem ventilados,
ja que seus vapores sdo considerados irritantes e toxicos para a pele, mucosas e
trato respiratorio (MCDONNELL, 2007). Porém é classificado como agente né&o
mutagénico, ndo cancerigeno e sem toxicidade sistémica pela Agéncia de Saude
Ocupacional dos USA e Agéncia Internacional para a investigacdo do Cancer
(ANVISA, 2007b).

O principal mecanismo de acdo do glutaraldeido ocorre através da reacao
cruzada com proteinas da superficie celular e da inibicdo da sintese de DNA, RNA e
outras macromoléculas presentes no micro-organismo. O glutaraldeido € mais ativo
com a alcalinizacdo, pois 0s grupos amino na superficie das células séo convertidas
em aminas de forma livre, que logo reagem com o glutaraldeido, conduzindo a um
efeito bactericida mais rapido (BLOCK, 2001, MCDONNELL, 2007). O glutaraldeido
possui também atividade micobactericida, porém nenhum estudo critico foi ainda
desenvolvido para avaliar a natureza dessa agao (MCDONNELL, 2007).

Entretanto, h& varios anos, alguns estudos tém apontado problemas em
relacdo ao uso desse produto para desinfeccdo de equipamentos, como maquinas
de lavagem e desinfeccdo de endoscépios. Van Klingeren e Pullen (1993)
mostraram que a desinfeccdo constante de equipamentos com glutaraldeido,
possibilitou a selecdo de cepas de M. chelonae com reduzida suscetibilidade a esse
agente. O mesmo ocorreu em outro estudo, onde cepas da mesma bactéria foram
isoladas de dois endoscoOpios e se comportaram bastante tolerantes a solucdo de
glutaraldeido a 2% (GRIFFITHS et al.,, 1997). E, mais recentemente, surtos de
infeccbes por M. massiliense foram associados com o desenvolvimento de
resisténcia a esse biocida (DUARTE et al., 2009).

Outro aldeido, que tem sido proposto como uma possivel alternativa ao uso
do glutaraldeido para desinfeccdo de alto nivel para endoscopios (WALSH,;
MAILLARD; RUSSEL, 1999) é o ortoftalaldeido (OPA), um dialdeido aromatico, que
apresenta uma formulacdo comercial pronta para uso, com concentracdo igual a
0.55%, pH 7,5, sendo usado para desinfec¢éo de artigos termo-sensiveis. Apresenta
caracteristicas favoraveis, quando comparado ao glutaraldeido, como maior
estabilidade, menor irritacdo para 0os usuarios e € menos insalubre por sua pressao
de vapor ser menor. Ortoftalaldeido demonstra rapida atividade micobactericida,
provavelmente devido a sua natureza lipofilica, que facilita a sua penetracdo na
parede celular micobacteriana (BLOCK, 2001, MCDONNELL, 2007).
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Gregory e colaboradores (1999) confirmaram a efichcia do OPA e
demonstraram que sua acao € aproximadamente seis vezes mais rapida que a do
glutaraldeido em suas respectivas concentracdes minimas efetivas. Além de ser
menos corrosivo e apresentar odor reduzido. Essa maior velocidade de acdo do
OPA pode ser explicada mediante a natureza lipofilica de sua molécula, facilitando
sua penetracdo na parede celular das micobactérias com mais eficiéncia do que o
glutaraldeido (FRAUD et al., 2003).

Por outro lado, ndo é recomendado o uso do OPA quando o processo de
esterilizacdo é exigido, sendo indicado, porém, em sistemas onde micro-organismos
resistentes ao glutaraldeido tém se desenvolvido (WALSH; MAILLARD; RUSSELL,
1999).

Existem ainda as formulacbes com &cido peracético, que possui atividade
rapida contra micro-organismos, inclusive os esporulados, e é eficaz mesmo na
presenca de matéria organica. Sua principal vantagem é a decomposicdo em
compostos nao-toxicos, porém € um produto corrosivo e considerado instavel
particularmente quando diluido (RODRIGUES et al., 1997). O largo espectro de
atividade antimicrobiana do acido peracético e a relativa auséncia de residuos
toxicos levou a ampla aplicacdo desse tipo de produto. Dessa forma, é aceito para
utilizacdo em industrias alimenticias e de bebidas, na desinfeccédo ou esterilizacdo
terminal de reservatérios de aco inoxidavel, encanamentos, reservatorios de vidro,
no tratamento de agua, no reprocessamento de hemodialisadores, entre outras
(BLOCK, 2001, WOLFF; ZYDNEY, 2005).

O mecanismo de acao atribuido ao acido peracético é a desnaturacao de
proteinas e enzimas, aumentando a permeabilidade da parede celular através do
rompimento das cadeias sulfidril (- SH) e das pontes dissulfeto (S-S) (RUSSEL;
MCDONNELL, 1999).

O &cido peracético possui atividade bactericida, esporocida e fungicida.
Apesar de seu mecanismo de acdo nao estar amplamente estudado contra outros
micro-organismos, seu efeito mediante varios alvos sugere que também possa
inativar micobactérias (RUSSEL, 2003).

Alguns artigos cientificos relatam sobre a tolerancia de MCR aos
desinfetantes (VAN KLINGEREN; PULLEN, 1993, GRIFFITHS et al., 1997,
MANZOOR et al.,, 1999, NOMURA et al.,, 2004, MAILLARD, 2007). A eficacia do

desinfetante contra as micobactérias depende da composicao e da concentracdo do
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agente ativo, da presenca de material organico, do tempo de contato com o
desinfetante, da duracdo da poténcia do principio ativo, da manipulacdo correta do
produto, e do pH e da temperatura adequados durante o procedimento de
desinfeccdo. Na pratica, o glutaraldeido a 2% é utilizado por mais de 14 dias tanto
na desinfeccdo manual, quando os artigos médicos sdo mergulhados no produto
contido em um recipiente, como também na desinfeccdo automatizada, porém a
presenca de cepas resistentes pode ser determinante na ineficacia da atividade
antimicrobiana do produto (VIJAYARAGHAVAN et al., 2006, ANVISA, 2007b).

Uma das medidas preventivas contra infeccdes por MCR, é que 0 uso de
desinfetantes deve estar de acordo com as orientacdes dos fabricantes, seguindo o
tempo de exposicdo do instrumental médico ao produto, o tempo de estabilidade e
as concentracdes indicadas. E s6 devem ser usados produtos com registro na
ANVISA/MS (ANVISA, 2005b).

Outra medida é que ndo haja reprocessamento de material de uso Unico,
conforme estabelecido na Resolucdo RE n° 2.606, de 11 de agosto de 2006
(BRASIL, 2006) e de acordo com os materiais contidos na Resolucdo RE n° 2.605,
de 11 de agosto de 2006, havendo assim uma prevencdo na disseminacdo das
micobactérias (HINRICHSEN, 2007).

1.4 HISTORICO DA LEGISLACAO E ACOES DE VIGILANCIA SANITARIA

No Brasil, a Portaria da Divisdo Nacional de Saneantes Domissanitarios
(DISAD) n° 15, de 23 de agosto de 1988 continha a descricdo do procedimento para
registro de agentes quimicos como os desinfetantes hospitalares para artigos
semicriticos junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
comprovacdo da eficicia frente a varios micro-organismos, inclusive micobactérias
(BRASIL, 1988).

Essa portaria ja havia sido revogada em alguns itens pela Resolucéo n° 14,
de 28 de fevereiro de 2007, com excecdo somente ao que diz respeito aos
desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos e aos esterilizantes (BRASIL,
2007). E, em 16 de agosto de 2010, foi publicada no Diario Oficial da Unido a
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Resolucdo RDC n° 35, que revoga totalmente a Portaria DISAD n°® 15 (BRASIL,
2010).

Essa Resolucéo dispbe sobre o regulamento técnico para produtos com acao
antimicrobiana utilizados em artigos criticos e semicriticos, sendo assim, define,
classifica e regulamenta as condi¢cbes para o registro e rotulagem de produtos com
acdo antimicrobiana de uso em assisténcia a saude para artigos criticos e
semicriticos a serem comercializados (BRASIL, 2010). Segundo essa Resolucéo, os
desinfetantes de alto nivel sdo definidos como produtos que destroem todos o0s
micro-organismos em um periodo de tempo comprovado, exceto um namero elevado
de esporos bacterianos. E os esterilizantes sado produtos que tém a capacidade de
destruir todas as formas de vida microbiana, em um periodo de tempo comprovado,
incluindo os esporos bacterianos.

A Resolucéo n° 2.606, de 11 de agosto de 2006, define os artigos semicriticos
como aqueles que entram em contato com mucosas integras e que exigem
desinfeccdo de alto nivel ou esterilizacdo para assegurar a sua qualidade, enquanto
gue os artigos criticos sdo aqueles utilizados em procedimentos invasivos, entrando
em contato com a pele e mucosas adjacentes, sistema vascular, e tecidos
subepiteliais e por isso devem ser esterilizados (BRASIL, 2006).

Os varios surtos de infecgBes por MCR no pais, levaram a ANVISA a publicar
a Resolucado n° 75, de 23 de outubro de 2008, que dispde sobre a comprovacédo da
eficacia de desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos e de esterilizantes
frente a duas outras micobactérias, além da Mycobacterium bovis cepa BCG
Moreau. Em seu artigo 1° cita que o registro desses tipos de produtos fica
condicionado a apresentacdo de laudos de efichcia antimicrobiana frente a
Mycobacterium abscessus e a Mycobacterium massiliense. Descreve ainda que 0s
laudos devem seguir a metodologia estabelecida pelo Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude - INCQS, da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ (BRASIL,
2008). Porém uma nova resolucgéo foi criada revogando esta RDC n°® 75 (BRASIL,
2009).

A resolugédo RDC n° 51, de 21 de outubro de 2009, estabelece os critérios
para comprovacdo de eficacia de esterilizantes e desinfetantes hospitalares para
artigos semicriticos frente a micobactéria Mycobacterium massiliense, seguindo

metodologia do INCQS. Esta resolugédo, portanto, ndo exige mais a cepa de
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Mycobacterium abscessus como obrigatéria na comprovacdo da eficacia
antimicrobiana (BRASIL, 2009).

A fim de conter os surtos, foi publicada também a Resolucdo RDC n° 8, de 27
de fevereiro de 2009, a qual dispde sobre as medidas para reducéo da ocorréncia de
infeccdes por MCR em servigcos de saude, incluindo a suspensdo da esterilizagdo
quimica por imersdo, utilizando agentes esterilizantes liquidos para o instrumental
cirdrgico e produtos para saude utilizados nos procedimentos cirdrgicos e
diagnésticos por videoscopias, com exce¢ao do instrumental Optico utilizado nos
procedimentos endoscépicos para acesso as cavidades corporais por orificios
naturais (BRASIL, 2009).

Outra medida implantada pela ANVISA foi a adocdo da RDC n° 33, de 16 de
agosto de 2010, que proibe o registro de novos produtos saneantes na categoria

“‘esterilizantes” para aplicagdo sob a forma de imerséo (BRASIL, 2010).

1.5 JUSTIFICATIVA

Priorizar a saude foi o objetivo destacado a partir da criacdo da Lei n° 8.080,
de 19 de setembro de 1990, a Lei Organica da Saude que regulamenta o Sistema
Unico de Saude — SUS, onde fica definidko que a promocdo, a protecédo e
recuperacdo da saude € um dever do Estado, cabendo a ele assegurar condicbes
para garantir o bem-estar da populagéo e controlar situacdes de risco para a saude
publica. Nessa Lei também fica definido o conceito de Vigilancia Sanitaria como um
conjunto de acbes capaz de prevenir, diminuir ou eliminar riscos a saude,
abrangendo o “controle da prestagdo de servigos que se relacionam direta ou
indiretamente com a saude” (COSTA; ROZENFELD, 2001, BRASIL, 1990).

Segundo a Lei n° 9.782, de 26 de janeiro de 1999, é de competéncia da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, executar e acompanhar as politicas,
diretrizes e acdes de vigilancia sanitaria, estabelecendo normas e coordenando o
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1999).

Assim, os recentes surtos de infecgcbes por MCR no pais junto a falta de
elucidacao sobre a fonte real de contaminacéo por esses micro-organismos levaram

a ANVISA a publicar resolucbes citadas anteriormente, a fim de auxiliar na
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prevencao e no controle dessas doencas. Portanto, sdo imprescindiveis estudos que
analisem o comportamento dessas micobactérias de crescimento rapido envolvidas
nos casos de infec¢des, principalmente o clone BRAL100 pertencente a espécie M.
massiliense, j& que este é o clone predominante em todo o territério nacional. Além
disso, esta MCR foi inserida como micro-organismo de referéncia na legislacéo
pertinente a comprovacdo da eficacia de desinfetantes hospitalares para artigos

semicriticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o comportamento de M. massiliense provenientes de surto e

pertencentes ao mesmo clone frente aos desinfetantes a base de glutaraldeido,

acido peracético e ortoftalaldeido, a fim de dar subsidios aos ensaios oficiais quanto

a adaptacao da metodologia utilizando essa MCR.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade micobactericida dos desinfetantes a base de glutaraldeido, de
acido peracético e de ortoftalaldeido por meio do Método Confirmatdério para
Avaliacdo da Atividade Micobactericida, conforme Procedimento Operacional
Padronizado (POP) INCQS n° 65.3210.004, utilizando M. bovis cepa BCG
Moreau e M. massiliense INCQS 00594, como cepas de referéncia preconizadas

pela legislacao vigente;

Verificar a suscetibilidade de MCRs aos desinfetantes, incluindo cepas de M.
massiliense do clone BRA100, provenientes de surto epidémico ocorrido no Rio
de Janeiro, e cepas de referéncia de outras espécies, através do Método
Confirmatorio para Avaliagédo da Atividade Micobactericida conforme POP INCQS
n° 65.3210.004;

Subsidiar a adaptacdo do Método Confirmatério para Avaliar a Atividade
Micobactericida (POP INCQS n° 65.3210.004) de desinfetantes utilizando cepa

de M. massiliense preconizada pela legislacao vigente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas as cepas Mycobacterium bovis INCQS 00062 (BCG Moreau),
que é a bactéria de referéncia de crescimento lento preconizado no Método para
Avaliacao da Atividade Micobactericida de desinfetantes pela Association of Official
Analytical Chemist (AOAC) (TOMASINO, 2006), e M. massiliense INCQS n° 00594,
que foi incluida na metodologia estabelecida pelo INCQS, e aceita oficialmente, para
avaliar a qualidade dos desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos de
acordo com a recente publicacdo da RDC n° 33, de 16 de agosto de 2010 (BRASIL,
2010). Essa cepa foi depositada no INCQS em 2010 e foi proveniente de um surto
ocorrido no Para. As cepas de referéncia da American Type Culture Collection
(ATCC) de M. chelonae ATCC 35572, M. fortuitum ATCC 6841 e M. abscessus
ATCC 19977 também foram utilizadas. As cinco cepas clinicas de M. massiliense
estudados, pertencentes ao mesmo clone, BRA100 (CRM 0001, CRM 0002, CRM
0018, CRM 0019, CRM 0020) foram provenientes de surto epidémico ocorrido em
hospitais do Rio de Janeiro entre 2006 e 2007, e foram -caracterizados e
identificados através de meétodos fenotipicos e genotipicos pelo Laboratério de
micobactérias, do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Gées (IMPPG) /
UFRJ, e pelo Instituto de Pesquisa Evandro Chagas (IPEC) / FIOCRUZ (TABELA 2).

As cepas de referéncia de micobactérias de crescimento rapido e as cinco
cepas clinicas de M. massiliense foram cedidas pelo Laboratério de Micobactérias
do IMPPG/UFRJ.

TABELA 2. Dados sobre as cinco cepas de Mycobacterium massiliense

Tipo de

CRM Procedimento Hospital ID recebida rpoB hsp65
0001 Colecistectomia Privado M. abscessus M. massiliense M. massiliense
0002 Colecistectomia Privado M. abscessus M. massiliense

0018 Colecistectomia Pdblico M. abscessus M. massiliense M. massiliense
0020 Colecistectomia Pdblico M. abscessus M. massiliense M. massiliense
0019 Ressecagdo de Pdblico M. abscessus M. massiliense M. massiliense

Tumor Cistico

M, Mycobacterium; ID, identificag&o.
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3.2 DESINFETANTES

Foram utilizados sete desinfetantes distribuidos entre trés diferentes principios

ativos, sempre na concentracéo recomendada pelo fabricante do produto:

= Trés produtos a base de glutaraldeido, sendo dois da mesma marca com
lotes diferentes, que foram denominadas Glutaraldeido A e Glutaraldeido
Al, os quais foram ativados imediatamente antes do ensaio, obedecendo
a recomendacao de uso do fabricante. O terceiro produto pertence a outra
marca e foi denominada Glutaraldeido B e € comercializado pronto para

uso, sem necessidade de ativar;
= Trés produtos contendo acido peracético em suas formulacdes, sendo
dois pertencentes a mesma marca com lotes distintos, denominados

Acido peracético A e Acido peracético A1. O produto com marca diferente

foi denominado Acido peracético B;

= Um produto a base de ortoftalaldeido.

TABELA 3. Dados sobre a analise do teor dos produtos estudados

Analise quimica do teor
(POP INCQS n° 65.3110.026)

Produtos Teor Faixa de aprovacgéao

Glutaraldeido A 81% + 15%
Glutaraldeido Al 83% + 15%
Glutaraldeido B 89% + 15%

Acido peracético A NR -
Acido peracético Al 250% +15%
Acido peracético B 102% +10%
OPA 22% + 15%

NR, Nao realizado; OPA, Ortoftalaldeido.
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3.3MANUTENCAO DAS MICOBACTERIAS

3.3.1 Manutencéo de Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau

O conteddo de uma ampola contendo o micro-organismo liofilizado foi
reconstituido com aproximadamente 0,5 mL de meio Middlebrook 7H9. Aliquotas de
0,2 mL foram transferidas para trés tubos contendo agar Middlebrook 7H9 inclinado.
Os tubos foram incubados a 36 + 1° C durante 20 dias. Ap6s esse tempo, foi
verificada a pureza da cultura e realizado o estoque mantido a 2-5° C. No caso de
contaminacgao, a cultura seria desprezada e nova ampola com o micro-organismo
liofilizado seria aberta novamente.

A manutencao da cultura estoque foi realizada a partir de repiques mensais
em trés tubos contendo agar Middlebrook 7H9 inclinado; o repique permaneceu
incubado por 20 dias a 36 + 1° C e estocado a 2-5° C.

A cultura estoque foi renovada a cada 6 meses com a abertura de uma nova
ampola contendo o micro-organismo liofilizado (TOMASINO, 2006, INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.3.2 Manutencgao de Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594

O contetdo de uma ampola contendo o micro-organismo liofilizado foi
reconstituido com aproximadamente 0,5 mL de meio Middlebrook 7H9 e aliquotas de
0,2 mL foram transferidas para trés tubos com agar Lowestein-Jensen inclinado. Os
tubos foram incubados a 36 = 1°C por um periodo entre 5 e 7 dias. Apoés verificacdo
da pureza, esses tubos foram mantidos a 2-5°C.

A manutencado da cultura estoque foi realizada a partir de repiques mensais
em trés tubos com agar Lowestein-Jensen, incubando os tubos a 36 + 1°C por um

periodo entre 5 e 7 dias; o estoque foi mantido a 2-5°C.
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A cultura estoque foi renovada a cada 6 meses com a abertura de uma nova
ampola contendo o micro-organismo liofilizado (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.3.3 Manutencdo das cepas do American Type Culture Collection, das
Micobactérias de Crescimento Répido e das cepas clinicas de Mycobacterium

massiliense

A manutencdo mensal foi realizada a partir da inoculacdo de uma alcada do
micro-organismo estoque em um tubo contendo 1mL de solucéo de cloreto de sédio
a 0,85% com 0,1% de polissorbato onde foram acrescentadas pérolas de vidro. O
contetdo deste tudo foi agitado em vortex e uma aliquota de 0,2 mL dessa
suspensao foi transferida para um tubo contendo meio Lowestein-Jensen que
permaneceu incubado por 7 dias a 36 + 1° C.

A manutencdo em glicerol foi realizada a partir da transferéncia de uma
alcada do micro-organismo estoque para um tubo contendo pérolas de vidro, que foi
levado a agitacdo por 15 segundos no vértex. Uma aliquota de 4 mL de tampéao
Glicerol 15% pH 7,4 foi adicionada ao tubo e novamente levado a agitagdo. A
suspensao permaneceu em repouso durante 10 minutos, sendo distribuidas
posteriormente aliquotas de 1,2 mL para criotubos que foram estocados a -20°C e -
70°C.

3.4 METODO CONFIRMATORIO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
MICOBACTERICIDA DOS DESINFETANTES

3.4.1 Preparo da cultura teste de Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau
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A partir da cultura estoque, foram inoculados 10 tubos contendo 10 mL de
caldo Proskauer-Beck modificado e esses tubos foram incubados a 36 + 1°C por 21-
25 dias. ApOs esse periodo, foram adicionados, em cada tubo, 1 mL de solucédo de
cloreto de sddio a 0,85% com 0,1% de polissorbato 80 estéril e pérolas de vidro
estéreis, o conteudo foi homogeneizado em agitador de tubos. Essa suspenséao foi
transferida para tubos de 25 mm x 150 mm, sendo deixada em repouso para que as
particulas maiores sedimentassem. O sobrenadante foi transferido para erlenmeyer
de 250 mL e a suspenséo foi ajustada a 20% de transmitancia, no comprimento de
onda de 650 nm, utilizando o mesmo meio de cultura. Essa suspenséo bacteriana
final foi utilizada para contaminar os cilindros de porcelana (INSTITUTO NACIONAL
DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.4.2 Preparo da cultura teste de Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594

A partir da cultura estoque, foram inoculados de 5 a 6 tubos contendo 10 mL
de caldo Proskauer-Beck modificado e esses tubos foram incubados a 36 + 1°C por
5-7 dias. Apés esse periodo, foram adicionados aos tubos pérolas de vidro estéreis
para, entdo, serem homogeneizados em agitador de tubos. O mesmo procedimento
foi posteriormente realizado para a cultura teste M. bovis (INSTITUTO NACIONAL
DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.4.3 Realizacdo do Método

A avaliacdo da eficacia dos desinfetantes a base de glutaraldeido, acido
peracético e ortoftalaldeido foi verificada através do Método Confirmatério para
Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes, segundo a AOAC
(TOMASINO, 2006) e 0 POP INCQS n° 65.3210.004 (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a). Quinze a vinte mL da suspens&o
a 20% de transmitancia, no comprimento de onda de 650 nm, da cultura do micro-

organismo teste (M. bovis cepa INCQS n°® 00062 (BCG Moreau) e M. massiliense
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INCQS n° 00594), anteriormente preparada, foram empregados para contaminar 10-
12 cilindros de porcelana durante 15 minutos. Apds esse tempo, os cilindros foram
transferidos, com auxilio de um gancho flambado, e colocados verticalmente em
placas de Petri forradas com duas folhas de papel de filtro e levados a incubacédo em
estufa a 36 =+ 1°C durante 30 minutos, para secagem. No ensaio propriamente dito, a
intervalos de tempos de 1 minuto, cada um dos dez cilindros foi transferido, de forma
cronometrada, para cada um dos 10 tubos contendo o desinfetante a ser testado.
Apos 30 minutos de contato com o desinfetante, os cilindros foram transferidos,
obedecendo ao mesmo intervalo de tempo (1 minuto entre cada transferéncia), para
0s respectivos tubos contendo 10 mL de soro de cavalo e depois para os tubos
contendo 20 mL de caldo Proskauer-Beck (PB) modificado. A partir do tubo contendo
soro de cavalo foram retiradas aliquotas de 4 mL, das quais 2mL foram transferidos
para dois meios de subcultura adicionais: meio Middlebrook 7H9 e meio de Kirchners
(K), distribuidos em por¢des de 20 mL (FIGURA 3). Os tubos contendo os meios de
cultura (caldo Proskauer-Beck modificado, meio Middlebrook 7H9 e meio de
Kirchner) foram incubados inicialmente por 60 dias em estufa a 37°C, e no caso de
auséncia de crescimento ou crescimento ténue, os tubos eram re-incubados por um
tempo adicional de 30 dias (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.4.4 Controle da resisténcia do micro-organismo

A resisténcia do micro-organismo foi determinada frente as solucdes de fenol
1:75 e 1:50, preparadas a partir da solucdo estoque de fenol a 5%, utilizando-as no
ensaio de acordo com o procedimento semelhante ao realizado com o0s
desinfetantes (item 3.4), alterando porém o tempo de contato para 10 minutos.

Critério de avaliagdo: o micro-organismo deve sobreviver sobre os 10 cilindros
frente a solucéo 1:75 e deve ser eliminado frente a solucdo 1:50 apos os 10 minutos
de contato (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009a).De acordo com os resultados apresentados o0 micro-organismo foi

considerado resistente, sensivel ou dentro do padrao desejado.
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3.4.5 Controles de esterilidade

Todo material utilizado no ensaio foi analisado quanto a sua esterilidade

conforme descrito abaixo:

» Esterilidade dos cilindros de porcelana

Um cilindro estéril, do lote utilizado no ensaio, foi adicionado a um tubo
contendo caldo Proskauer-Beck modificado e incubado a 36 + 1° C por 60 — 90 dias,
conforme descrito no procedimento do ensaio. Nao deve ocorrer crescimento
microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009a).

= Esterilidade dos meios de cultura PB, K e 7H9

A esterilidade dos meios de cultura foi verificada através da incubagcéo de um
tubo de cada meio de cultura, a 36 + 1° C por 60 — 90 dias, como descrito no
procedimento do ensaio e ndo deve ocorrer crescimento microbiano (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

» Esterilidade da 4gua purificada

Uma aliquota de 0,2 mL da agua purificada utilizada para diluir o desinfetante
e/ ou preparar as solucbes de fenol foi adicionada a um tubo contendo caldo
Proskauer-Beck modificado e incubado a 36 + 1° C por 60 — 90 dias, como descrito
no procedimento do ensaio, e ndo deve ocorrer crescimento microbiano (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

» Esterilidade da solucao de cloreto de sédio a 0,85% com 0,1% de polissorbato

Uma aliquota de 0,2 mL da solucao de cloreto de sodio a 0,85% com 0,1% de

polissorbato, utilizada no preparo da suspensao bacteriana da cultura teste, foi
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adicionada a um tubo contendo caldo Proskauer-Beck modificado e incubado a 36 +
1° C por 60 — 90 dias, como descrito no procedimento do ensaio, e ndo deve ocorrer
crescimento microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE
EM SAUDE, 2009a).

= Esterilidade dos lotes de pipetas

Com o auxilio de um pipetador automatico, uma pipeta de cada lote utilizado
no ensaio foi utilizada para aspirar o caldo Proskauer-Beck modificado contido no
tubo de ensaio, até acima da marcacdo da graduacdo e recolocado no tubo. Esse
procedimento foi repetido trés vezes e os tubos foram incubados a 36 + 1° C por 60
— 90 dias, como descrito no procedimento do ensaio, e ndo deve ocorrer crescimento
microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009a).

= Esterilidade do soro de cavalo

Uma aliquota de 2 mL de soro de cavalo estéril foi inoculada em um tubo de
cada um dos meios de cultura. Os tubos foram incubados a 36 + 1° C por 60 — 90
dias, como descrito no procedimento do ensaio, e ndo deve ocorrer crescimento
microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009a).

3.4.6 Controle da viabilidade dos meios de cultura PB, K, 7H9 em relacdo a

Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau

Um cilindro contaminado e seco foi adicionado a cada meio de cultura
utilizado no ensaio. Os tubos foram incubados a 36 + 1° C por 60 — 90 dias, como
descrito no procedimento do ensaio. ApOs esse tempo de incubacéo a evidéncia de
crescimento deve ser observada (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).
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3.4.7 Leitura dos resultados

Realizada através da presenca ou auséncia de crescimento microbiano. No
caso de crescimento, este foi confirmado através da presenca de BAAR (bacilos
alcool — acido resistentes), corando pelo Método de Ziehl-Neelsen (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.4.8 Interpretacdo dos resultados

O desinfetante deve ser capaz de matar o micro-organismo teste sobre os dez
cilindros carreadores presentes no meio PB e ndo deve ocorrer crescimento
microbiano nas aliquotas de 2 mL do soro de cavalo inoculadas nos meios de cultura
de K e 7H9 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009a).
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De um total de 12 cilindros de

g B porcelana, 10 foram transferidos
8 8 da placa de Petri e incubados a
888 ) 37°c/30 min.
85 =] Transferéncia para tubos com

desinfetantes D1 a D 10 com
intervalo de 1 minuto

10 tubos X 10 mL
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FIGURA 3. Esquema da transferéncia dos cilindros entre os tubos utilizados no
Método Confirmatério para Avaliagdo da Atividade Micobactericida, da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC), conforme descrito no Procedimento Operacional
Padronizado — POP INCQS n° 65.3210.004. D1 a D10, tubos numerados de 1 a 10
contendo desinfetante; S1 a S10, tubos numerados de 1 a 10 contendo o
neutralizante (soro de cavalo); PB1 a PB10, tubos nhumerados de 1 a 10 contendo
caldo Proskauer-Beck modificado; K1 a K10, tubos numerados de 1 a 10 contendo
meio de Kirchner; 7h9 1 a 7h9 10, tubos numerados de 1 a 10 contendo meio

Middlebrook 7H9.
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3.5 TECNICA DE COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

No caso de ocorrer crescimento, esta técnica foi utilizada para confirmar a
presenca de BAAR. Uma alcada do micro-organismo foi transferida para a superficie
de uma lamina limpa e desengordurada. Apés a secagem, o material foi fixado por
meio de 04 passagens lentas em chama de bico de Bunsen. A lamina foi coberta
com solucéo de fucsina fenicada e aguecida até a emissao de vapores, com cuidado
para nao ferver. Apds esse procedimento, a lamina foi lavada abundantemente com
agua corrente e descorada com solucao de alcool-4cido, lavando novamente com
agua corrente. Cobriu-se a lamina com solucdo de azul de metileno por
aproximadamente 30 segundos, lavando em seguida com agua corrente e secando
a temperatura ambiente. As micobactérias se apresentam coradas em vermelho pela

fucsina, contra um fundo azul claro (KANTOR, 1979).

3.6 AVALIACAO DO TEOR DOS PRODUTOS

A avaliacdo do teor dos produtos foi realizada pelo Setor de Saneantes e
Cosméticos do Departamento de Quimica do INCQS, de acordo com o POP INCQS
n° 65.3110.026 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2009b).

3.7 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DE MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO
RAPIDO AOS DESINFETANTES

3.7.1 Procedimento do ensaio

Foi realizado conforme descrito no item 3.4 Método Confirmatério para

Avaliacdo da Atividade Micobactericida dos Desinfetantes, utilizando como micro-
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organismos teste M. chelonae ATCC 35572, M. fortuitum ATCC 6841, M. abscessus
ATCC 19977 e as cepas clinicas de M. massiliense CRM 0001, CRM 0002, CRM
0018, CRM 0019, CRM 0020.

3.7.2 Controles de esterilidade

Os controles de esterilidade dos cilindros de porcelana, dos meios de cultura
PB, K e 7H9, da solucao de cloreto de sédio a 0,85% com 0,1% de polissorbato, dos
lotes de pipetas, da agua purificada estéril e do soro de cavalo foram realizados
conforme descrito no item 3.4 Método Confirmatério para Avaliacdo da Atividade
Micobactericida dos Desinfetantes.

3.7.3 Controle de viabilidade dos meios de cultura PB, K e 7H9

O controle de viabilidade dos meios de cultura PB, K, 7H9 foi realizado para
cada uma das cepas ATCC de MCR e para as cepas clinicas de M. massiliense,
conforme descrito no item 3.4 Método Confirmatério para Avaliacdo da Atividade
Micobactericida dos Desinfetantes.

3.7.4 Controle da resisténcia das cepas do American Type Culture Collection de
Micobactérias de Crescimento Rapido e das cepas clinicas de Mycobacterium

massiliense

Para cada uma das MCRs de referéncia e cepas clinicas de M. massiliense foi
realizado o ensaio de controle da resisténcia frente as solu¢des de fenol, conforme
descrito no item 3.4 Método Confirmatério para Avaliagdo da Atividade

Micobactericida dos Desinfetantes.
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A leitura dos resultados e suas interpretacdes foram realizadas conforme
descrito anteriormente no item 3.4 Método Confirmatorio para Avaliacdo da Atividade
Micobactericida dos Desinfetantes, sendo confirmada a presenca de BAAR, em caso
de crescimento, pela mesma técnica, a coloracdo de Ziehl-Neelsen.

De acordo com o numero de tubos que apresentou crescimento nos ensaios
de avaliacdo da atividade micobactericida dos desinfetantes frente as cepas de
MCRs estudadas foi estabelecido um critério de classificagdo onde as cepas foram
consideradas fracamente tolerantes (1-10 tubos), médio tolerantes (11-20 tubos) e
altamente tolerantes (21-30 tubos) (LANGSRUD; SUNDHEIM, 1997).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE MICOBACTERICIDA DOS DESINFETANTES A
BASE DE GLUTARALDEIDO, DE ACIDO PERACETICO E DE
ORTOFTALALDEIDO ATRAVES DO METODO CONFIRMATORIO PARA
AVALIACAO DA ATIVIDADE MICOBACTERICIDA

4.1.1 Produtos a base de Glutaraldeido a 2%

Na avaliacdo da atividade micobactericida do Glutaraldeido A, foi observado
crescimento de M. bovis em um tubo de cada meio de cultura (Proskauer-Beck
modificado, Kirchnners e Middlebrook 7H9), porém a micobactéria se mostrou
sensivel na avaliacdo da resisténcia frente as diluicdes do fenol. Foi necessaria,
entdo, a repeticdo do ensaio e o crescimento observado foi de 2 tubos de cada meio
de cultura, perfazendo um total de 6 tubos entre os 30 tubos empregados, entretanto
0 micro-organismo continuou apresentando comportamento sensivel frente ao fenol
(TABELAS 4 e 4A). N&o foi realizada a avaliagao da atividade micobactericida deste
produto frente a M. massiliense INCQS n°00594. Como a resolucéo, que incluiu esta
bactéria como cepa obrigatéria na comprovacdo da eficacia antimicrobiana, foi
publicada recentemente, ndo foi possivel realizar este experimento, pois além da
cepa INCQS n° 00594 ter sido depositada ha poucos meses na Colecao de Micro-
organismos de Referéncia do INCQS, ja ndo havia quantidade suficiente do produto
do mesmo lote para realizacdo deste experimento. Na andlise do teor do principio
ativo, o produto se apresentou insatisfatorio, ja que o resultado foi de apenas 81%
do declarado (TABELA 4). De acordo com os dados apresentados na TABELA 4,
durante a avaliagdo da atividade micobactericida do produto Glutaraldeido Al
utilizando M. bovis, ndo houve crescimento no primeiro ensaio realizado, porém este
foi repetido ja que a bactéria se mostrou sensivel frente ao fenol. No segundo
ensaio, entdo, o micro-organismo continuou apresentando sensibilidade frente as
diluicbes de fenol, porém o produto ndo foi capaz de destrui-lo, ocorrendo
crescimento em 7 tubos do caldo Proskauer-Beck, 7 tubos do meio de Kirchners e
em 6 tubos do meio Middlebrook 7H9 (TABELA 4A). Na avaliagcdo da atividade
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micobactericida desse mesmo produto utilizando a cepa INCQS n° 00594 de M.
massiliense, foi observado crescimento em todos os 30 tubos de meio de cultura
empregados, verificando assim um micro-organismo altamente tolerante ao produto
(TABELA 5). Além disso, na analise do teor do principio ativo, o resultado foi de
83% do declarado, tornando-o insatisfatorio, conforme indicado na TABELA 4.

Em contrapartida, o Glutaraldeido B foi o Unico desinfetante a base de
glutaraldeido que apresentou resultado satisfatorio em relacdo a analise do teor
(89% do declarado). Porém quando sua atividade micobactericida foi avaliada, o
produto nado foi capaz de eliminar M. bovis. No primeiro ensaio, de acordo com 0s
dados da TABELA 4, houve crescimento em um tubo contendo Proskauer-Beck e
em um tubo com meio Middlebrook 7H9. Durante a repeticdo 0 numero de tubos
positivos foi ainda maior, ocorreu crescimento em 4 tubos de cada meio de cultura,
mesmo diante do comportamento sensivel da micobactéria frente ao fenol (TABELA
4A). Utilizando M. massiliense para essa analise, o crescimento foi observado nos
30 tubos de meio de cultura empregados, semelhante ao ocorrido nas analises com
o produto Glutaraldeido A1 (TABELA 5).

Os controles de esterilidade e viabilidade foram realizados e apresentaram
resultado satisfatdrio, de acordo com o preconizado pela metodologia.

4.1.2 Produtos & base de Acido peracético

Os desinfetantes contendo acido peracético demonstraram eficacia frente ao M.
bovis INCQS n°00062 (BCG Moreau) e M. massiliense INCQS n°® 00594, com
excecdo do Acido peracético A, cuja avaliacédo da atividade micobactericida n&o foi
realizada com M. massiliense, pelo mesmo motivo exposto para o Glutaraldeido A. O
Acido peracético A e o Acido peracético A1l pertencem & mesma marca, porém
provém de lotes diferentes. A realizagdo do estudo com outro produto de mesma
marca ocorreu devido a falta de dados com relacdo ao teor do principio ativo do
primeiro produto e também porque todos 0s micro-organismos analisados se
mostraram sensiveis frente as diluicbes de fenol, gerando incertezas sobre a real

eficacia do produto, ja que este poderia estar agindo devido a sensibilidade das
cepas. Com relacdo ao Acido peracético B, foram realizados dois ensaios com M.
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massiliense em dias diferentes. No primeiro teste foi observado crescimento da
micobactéria, conforme dados mostrados na TABELA 5, entdo um novo ensaio foi
proposto alterando o tempo de contato do micro-organismo com o produto para uma
hora, em vez de 30 minutos. Neste segundo experimento, 0 micro-organismo foi
destruido, ndo ocorrendo crescimento em nenhum tubo. Com relagcdo a analise do
teor desses produtos, somente o Acido peracético B foi satisfatorio (102% do
declarado), j& 0 mesmo n&o ocorreu com o Acido peracético Al que apresentou um
desvio na qualidade, com um resultado de 250% do declarado (TABELA 4).

Foram realizados todos os controles de esterilidade e viabilidade, obtendo-se
resultado satisfatorio, de acordo com o preconizado pela técnica.

4.1.3 Produto a base de Ortoftalaldeido

De acordo com os dados apresentados na TABELA 4, foi necessario repetir o
ensaio utilizando M. bovis INCQS n°00062 (BCG Moreau) para avaliacdo da
atividade micobactericida do produto contendo ortoftalaldeido (OPA), ja que no
primeiro teste o micro-organismo se apresentou sensivel no controle da resisténcia
frente as diluicbes do fenol. Na repeticdo, ndo foi observado crescimento em
nenhum dos tubos contendo os meios de cultura, porém ainda assim o0 micro-
organismo ndo se comportou dentro do padrdo no controle de resisténcia frente ao
fenol (TABELA 4A). O mesmo nao ocorreu no ensaio utilizando M. massiliense
INCQS n°00594, onde a micobactéria apresentou comportamento dentro do padréo
frente as diluigbes do fenol, porém o produto n&do eliminou a micobactéria, ja que foi
observado crescimento em alguns tubos, conforme os dados mostrados na TABELA
5. Além disso, o produto apresentou resultado insatisfatério na analise do teor do
principio ativo, com apenas 22% do declarado (TABELA 4).

Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram realizados e apresentaram

resultado satisfatorio, de acordo com o preconizado pela metodologia.
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TABELA 4. Avaliacédo da atividade micobactericida dos diferentes desinfetantes utilizando Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau

Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau

FENOL 1:50 FENOL 1:75
N° TUBOS POSITIVOS
N° TUBOS POSITIVOS N° TUBOS POSITIVOS . o
Produtos Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura Analise quimica do teor
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9

Glutaraldeido A 1 1 1 0 0 0 0 0 0 81% Insatisfatorio
Glutaraldeido Al 0 0 0 0 0 0 1 1 0 83% Insatisfatorio

Glutaraldeido B 1 0 1 1 1 0 6 0 0 89% Satisfatorio

Acido peracético A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NR NR

Acido peracético Al 0 0 0 0 0 0 6 0 0 250% Insatisfatorio

Acido peracético B 0 0 0 0 0 0 6 0 0 102% Satisfatério
OPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22% Insatisfatorio

NR, N&o realizado; PB - Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9; OPA, Ortoftalaldeido; As linhas em negrito correspondem aos ensaios que foram repetidos.



TABELA 4A. Repeticao dos ensaios de avaliacdo da atividade micobactericida dos produtos a base de Glutaraldeido e OPA, utilizando
Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau

Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau(REPETICAO)

N° TUBOS POSITIVOS

FENOL 1:50

FENOL 1:75

N° TUBOS POSITIVOS

N° TUBOS POSITIVOS

Produtos Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura Analise quimica do teor

PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9
Glutaraldeido A 2 2 2 0 0 0 0 0 0 81% Insatisfatorio
Glutaraldeido Al 7 7 6 0 0 0 0 0 0 83% Insatisfatério
Glutaraldeido B 4 4 4 0 0 0 0 0 0 89% Satisfatério
OPA 0 0 0 0 0 0 6 0 0 22% Insatisfatdrio

NR, N&o realizado; PB - Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9; OPA, Ortoftalaldeido
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TABELA 5. Avaliacdo da atividade micobactericida dos diferentes desinfetantes utilizando Mycobacterium massiliense INCQS n°00594

Mycobacterium massiliense

N° TUBOS POSITIVOS

FENOL 1:50

FENOL 1:75

N° TUBOS POSITIVOS

N° TUBOS POSITIVOS

Produtos
Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9
Glutaraldeido A NR NR NR
Glutaraldeido A1 10 10 10 0 0 0 10 9 5
Glutaraldeido B 10 10 10 0 0 0 10 9 5
Acido peracético A NR NR NR
Acido peracético Al 0 0 10 10 10
Acido peracético B 10 10 10
OPA 10 8 7 0 0 0 10 10 10
Repeticdo dos ensaios
FENOL 1:50 FENOL 1:75
N° TUBOS POSITIVOS
N° TUBOS POSITIVOS N° TUBOS POSITIVOS
Produto
Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9
Acido peracético B* 0 0 0 0 0 0 10 10 10

* Tempo de contato = 60 minutos; NR, Nao realizado; PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9; OPA, Ortoftalaldeido
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4.2 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DE MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO
RAPIDO AOS DESINFETANTES

Quanto a verificacdo da suscetibilidade das MCRs frente aos produtos a base
de glutaraldeido, M. chelonae foi eliminado pelos trés desinfetantes, enquanto M.
fortuitum por apenas dois desses, se classificando como médio tolerante, ja que no
ensaio utilizando o Glutaraldeido A houve crescimento do micro-organismo em 3
tubos contendo caldo Proskauer-Beck modificado, em 9 contendo meio de Kirchners
e em um tubo com meio Middlebrook 7H9. J& M. abscessus se mostrou médio
tolerante ao Glutaraldeido A, fracamente tolerante ao Glutaraldeido Al e altamente
tolerante ao Glutaraldeido B, de acordo com o numero de tubos positivos. As cepas
de M. massiliense pertencentes ao clone BRA100 apresentaram comportamento
altamente tolerante aos trés desinfetantes, uma vez que ocorreu crescimento nos
trinta tubos de meios de cultura empregados no experimento, em um tempo de
incubacéo inferior (15-20 dias) ao preconizado pela técnica para a primeira leitura.
Nos testes utilizando o Glutaraldeido A, por exemplo, todas as cepas clinicas se
mostraram sensiveis frente ao fenol e ainda assim, o produto ndo foi capaz de
destrui-las (TABELAS 6, 7 e 8). Nas FIGURAS 4, 5 e 6 estdo representados
graficamente o niumero de tubos de meio de cultura com crescimento positivo de
acordo com cada um dos micro-organismos utilizados neste estudo frente aos
produtos a base de glutaraldeido.

Os ensaios de esterilidade e viabilidade foram realizados em todos 0s ensaios
com os diferentes desinfetantes e os resultados obtidos foram satisfatérios, de

acordo com o preconizado pela metodologia.
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TABELA 6. Avaliacdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e de Mycobacterium bovis frente ao produto denominado

Glutaraldeido A

PRODUTO - GLUTARALDEIDO A

Ensaio Micobactericida

Controle do Micro-organismo

. FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos o .
. . . x . o i o Classificagéo
Micro-organismos incubacéo até a N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos 4o controle
12 |eitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9
M. bovis BCG Moreau 60 dias 1/2* 1/2* 1/2* 0 0 0 0 0 0 Sensivel
M. fortuitum ATCC 6841 60 dias 3 9 1 0 4 6 0 6 10 Fora do padrdo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 8 0 3 0 0 0 0 0 0 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 1 1 1 Sensivel
CRM 0001 20 dias ** 10 10 10 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0002 20 dias ** 10 10 10 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0018 20 dias ** 10 10 10 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0019 20 dias ** 10 10 10 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0020 20 dias ** 10 10 10 0 0 0 0 0 0 Sensivel

*Ensaios realizados em dois dias diferentes; ** Ensaios que apresentaram crescimento em todos os tubos antes dos 60 dias foram retirados da estufa e
desprezados; PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9
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TABELA 7. Avaliacdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e de Mycobacterium bovis frente ao produto denominado Glutaraldeido Al

PRODUTO - GLUTARALDEIDO A1

Ensaio Micobactericida

Controle do Micro-organismo

FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos N 5
. : : P . N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos Classificacdo do
Micro-organismos incubacéo até a controle
12 leitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9
M. bovis BCG Moreau 60 dias o/7 | 0/7* | o/e* | oro* | oroc | o/0* | 1/0¢ | 1/0¢ | 0/0* Sensivel
M. massiliense INCQS 00594 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 9 5 Fora do padr&o
M. fortuitum ATCC 6841 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 4 3 Fora do padrédo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 3 1 0 0 0 0 2 0 1 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 1 4 Sensivel
CRM 0001 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 10 7 Fora do padréo
CRM 0002 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 8 10 | Fora do padrdo
CRM 0018 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 10 10 | Dentro do padrdo
CRM 0019 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 2 0 Fora do padr&o
CRM 0020 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 6 6 Fora do padrdo

*Ensaios realizados em dois dias diferentes; ** Ensaios que apresentaram crescimento em todos os tubos antes dos 60 dias foram retirados da estufa e
desprezados; PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9



TABELA 8. Avaliacdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e de Mycobacterium bovis frente ao produto denominado Glutaraldeido B

PRODUTO - GLUTARALDEIDO B

Ensaio micobactericida

Controle do micro-organismo

FENOL 1:50

FENOL 1:75

Tempo de N° Tubos Positivos 3 )
; P N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos Classificacéo do
Micro-organismos incubacgdo até a trol
12 leitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura controle
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9
M. bovis BCG Moreau 60 dias 1/4* | 0/4* | 1/4* | 1/0¢ | 21/0¢ | o/0* | 6/0* | 0/0* | 0/0* Sensivel
M. massiliense INCQS 00594 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 9 5 Fora do padro
M. fortuitum ATCC 6841 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 4 3 Fora do padréo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 10 6 7 0 0 0 2 0 1 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 1 4 Sensivel
CRM 0001 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 10 7 Fora do padrao
CRM 0002 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 8 10 | Fora do padrdo
CRM 0018 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 10 10 | Dentro do padréo
CRM 0019 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 2 0 Fora do padrao
CRM 0020 15 dias ** 10 10 10 0 0 0 10 6 6 Fora do padréo

*Ensaios realizados em dois dias diferentes; ** Ensaios que apresentaram crescimento em todos os tubos antes dos 60 dias foram retirados da estufa e
desprezados; PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9
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Figura 4. Atividade micobactericida do Glutaraldeido A frente aos micro-organismos
empregados no estudo. PB — caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de Kirchners,
7H9 — meio Middlebrook 7H9, ATCC — American Type Culture Collection, M —
Mycobacterium.
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Figura 5. Atividade micobactericida do Glutaraldeido Al frente aos micro-organismos
empregados no estudo. PB — caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de

Micro-organismos teste

Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, ATCC — American Type Culture Collection,

M — Mycobacterium
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Figura 6. Atividade micobactericida do Glutaraldeido B frente aos micro-organismos
empregados no estudo. PB — caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de Kirchners,
7H9 — meio Middlebrook 7H9, ATCC — American Type Culture Collection, M —
Mycobacterium.
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Com relacao aos produtos contendo &cido peracético, conforme demonstrado
nas TABELAS 9, 10 e 11, todas as micobactérias empregadas no estudo foram
destruidas. Porém com o Acido peracético A, todas se mostraram sensiveis no
controle de resisténcia frente ao fenol, com exce¢do de M. fortuitum, que se
apresentou resistente e ainda assim o produto foi capaz de elimind-lo. Devido a essa
sensibilidade no controle de resisténcia dos micro-organismos, foram realizados
outros ensaios utilizando outro produto de mesma marca, mas de lote diferente,
denominado Acido peracético Al. Este produto foi eficaz até mesmo contra
micobactérias que se mostraram resistentes frente ao fenol, porém é importante
ressaltar seu resultado insatisfatério na avaliacdo do teor de principio ativo (250% do
declarado).

Quanto ao Acido peracético B, as cepas de referéncia se mostraram
sensiveis frente ao produto, porém houve a necessidade de um segundo ensaio
para M. abscessus, que no primeiro se mostrou sensivel frente ao fenol (TABELA
11A). Em contrapartida, nos testes com as cepas clinicas de M. massiliense, foi
observado crescimento em um tubo contendo Proskauer-Beck nos ensaios com
CRM 0001 e 0018 e em dois tubos com Proskauer-Beck e em um contendo
Middlebrook 7H9 no ensaio com CRM 0019. Porém destaca-se o fato de que as
duas ultimas micobactérias se apresentaram resistentes frente ao fenol. As cepas
CRM 0002 e CRM 0020 foram destruidas pelo produto. Houve necessidade de
repeticdo dos ensaios em que se observou crescimento das cepas clinicas, onde
CRM 0001, CRM 0018 e CRM 0019 se mostraram dessa vez sensiveis frente ao
produto, mesmo havendo tolerancia de CRM 0019 no controle de resisténcia frente
as diluicdes de fenol (TABELA 11A).

Todos os ensaios de esterilidade e viabilidade foram realizados, apresentando

resultado satisfatorio, de acordo com o preconizado pela metodologia.



TABELA 9. Avaliac&o da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e de Mycobacterium bovis frente ao produto denominado Acido

peracético A

PRODUTO - ACIDO PERACETICO A

Ensaio Micobactericida

Controle do Micro-organismo

FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos o o . o Classificaca
Micro-organismos incubacao até a N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos disfcljrlm(i?glaeo
12 |eitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9

M. bovis BCG Moreau 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel
M. fortuitum ATCC 6841 60 dias 0 0 0 0 4 6 0 6 10 Fora do padréo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 1 1 1 Sensivel
CRM 0001 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0002 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0018 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0019 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel
CRM 0020 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel

PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9
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TABELA 10. Avaliacéo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e de Mycobacterium bovis frente ao produto denominado Acido peracético Al

PRODUTO - ACIDO PERACETICO Al

Ensaio Micobactericida

Controle do Micro-organismo

FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos . . L
: ; ; ~ 4 N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos Classificagéo do
Micro-organismos incubacgao até a controle
12 |eitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9
M. bovis BCG Moreau 60 dias 0 0 0 0 0 0 6 0 0 Sensivel
M. massiliense INCQS00594 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padrédo
M. fortuitum ATCC 6841 60 dias 0 0 0 0 0 0 7 1 1 Fora do padréo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 0 0 0 0 0 0 3 1 1 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 3 7 7 Fora do padréao
CRM 0001 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padréao
CRM 0002 60 dias 0 0 0 3 2 1 10 9 8 Fora do padrao
CRM 0018 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padréo
CRM 0019 60 dias 0 0 0 9 5 4 10 10 10 Resistente
CRM 0020 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padréo

PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9
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TABELA 11. Avaliacéo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e de Mycobacterium bovis frente ao produto denominado Acido peracético B

PRODUTO - ACIDO PERACETICO B

Ensaio Micobactericida

Controle do Micro-organismo

FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos . o . . Classificacio d
Micro-organismos incubaco até a N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos ass(l)r;(iflglaeo (o]
12 [eitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9

M. bovis BCG Moreau 60 dias 0 0 0 0 0 0 6 0 0 Sensivel
M. massiliense INCQS00594 60 dias 3 1 1 0 0 0 10 10 10 Dentro do padréo
M. fortuitum ATCC 6841 60 dias 0 0 0 0 0 0 7 1 1 Fora do padréo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 0 0 0 0 0 0 1 0 0 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 3 7 7 Fora do padréo
CRM 0001 60 dias 1 0 0 0 0 0 10 7 8 Fora do padréo
CRM 0002 60 dias 0 0 0 1 0 0 9 7 9 Fora do padréao
CRM 0018 60 dias 1 0 0 5 3 4 10 10 10 Resistente
CRM 0019 60 dias 2 0 1 7 4 5 10 4 4 Fora do padréao
CRM 0020 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padréo

PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9; As linhas em negrito correspondem aos ensaios que foram repetidos.
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TABELA 11A. Repeticdo dos ensaios da avaliacdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e de Mycobacterium bovis frente ao produto

denominado Acido peracético B

PRODUTO - ACIDO PERACETICO B (Repetic&o)

Ensaio Micobactericida

Controle do Micro-organismo

FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos . . . o al i 50 d
Micro-organismos incubacio até a N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos asscl)rﬁ;’:lgleéo 0
12 leitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9

M. massiliense INCQS00594 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padrédo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 0 0 0 0 0 0 3 1 1 Sensivel
CRM 0001 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padrao
CRM 0018 60 dias 0 0 0 0 0 0 10 1 2 Fora do padréo
CRM 0019 60 dias 0 0 0 9 5 4 10 10 10 Resistente

PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9;



66

Na avaliagdo da suscetibilidade das micobactérias utilizando o produto
contendo ortoftalaldeido (OPA), conforme a TABELA 12, M. fortuitum se mostrou
fracamente tolerante ao produto, ocorrendo a presenca de crescimento em dois
tubos com Proskauer-Beck e em um contendo Middlebrook 7H9. M. chelonae se
apresentou sensivel frente ao desinfetante, porém esse mesmo comportamento foi
observado frente ao fenol, havendo assim a necessidade da repeticdo do ensaio. No
segundo ensaio o resultado foi 0 mesmo, mas com um aumento do niumero de tubos
positivos frente a diluicdo 1:75 do fenol (TABELA 12A). Na verificacdo da
suscetibilidade de M. abscessus, foram realizados trés ensaios em dias diferentes, ja
que nos dois primeiros a MCR se comportou de maneira sensivel frente ao fenol. No
terceiro ensaio, foi observado crescimento da micobactéria em um tubo contendo
caldo Proskauer-Beck e em um com Kirchners, se classificando como fracamente
tolerante ao desinfetante, j& o controle de resisténcia ndo se apresentou conforme o
padrdo, porém houve um aumento do numero de tubos positivos na diluicdo 1:75 do
fenol (TABELAS 12, 12A e 12B).

Quanto as cepas clinicas de M. massiliense, a CRM 0001 foi classificada como
altamente tolerante ao produto, enquanto as cepas CRM 0002 e CRM 0020 se
mostraram médio tolerantes, visto que foi observado crescimento em alguns tubos
contendo os meios de cultura, em um periodo de 30 dias apds a incubacdo do
ensaio. As CRMs 0018 e 0019 também se apresentaram tolerantes, porém como o
resultado do controle de resisténcia do micro-organismo nao foi obtido dentro do
padrdo, ou seja, houve crescimento em tubos contendo os meios de cultura
relacionados com a diluicdo 1:50 de fenol, indicando que a micobactéria estivesse
resistente, esses ensaios foram entdo realizados novamente. No resultado final,
essas cepas clinicas de M.massiliense foram classificadas como altamente
tolerantes frente ao OPA (TABELAS 12, 12A e 12B).

Na FIGURA 7 esta representado graficamente o numero de tubos de meio de
cultura com crescimento positivo de acordo com cada um dos micro-organismos
utilizados neste estudo frente ao OPA.

Os controles de esterilidade e viabilidade foram realizados em todos os ensaios
apresentados e foi obtido resultado satisfatério, conforme o preconizado pela

metodologia.



TABELA 12. Avaliagdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e M. bovis frente ao Ortoftalaldeido

PRODUTO - ORTOFTALALDEIDO

Ensaio Micobactericida Controle do Micro-organismo
FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos o . . . Classificacio d
Micro-organismos incubaco até a N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos assi rl:i;:l@lao 0
12 leitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura controle
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K TH9

M. bovis BCG Moreau 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sensivel
M. massiliense INCQS00594 30 dias * 10 3 2 0 0 0 10 6 5 Fora do padréo
M. fortuitum ATCC 6841 60 dias 2 0 1 0 0 0 7 1 1 Fora do padréo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 1 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 1 1 1 Sensivel
CRM 0001 30 dias* 8 2 2 0 0 0 10 7 8 Fora do padréo
CRM 0002 30 dias * 5 0 1 0 0 0 9 7 9 Fora do padréo
CRM 0018 30 dias * 10 10 9 5 3 4 10 10 10 Resistente
CRM 0019 30 dias * 5 3 2 7 4 5 10 4 4 Fora do padrédo
CRM 0020 30 dias * 7 1 0 0 0 0 10 10 10 Dentro do padrédo

* Os ensaios continuaram incubados até o fim do tempo preconizado pela técnica; PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9; As linhas em
negrito correspondem aos ensaios que foram repetidos.



TABELA 12A. Repeti¢do dos ensaios da avaliagdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento rapido e M. bovis frente ao Ortoftalaldeido

PRODUTO - ORTOFTALALDEIDO (Repetic&o)

Ensaio Micobactericida

Controle do Micro-organismo

FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos o o . o Classificacso d
Micro-organismos incubagéo até a N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos asscly:;?glaeo (o]
12 |eitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9

M. bovis BCG Moreau 60 dias 0 0 0 0 0 0 6 0 0 Sensivel
M. massiliense INCQS00594 20 dias * 10 8 7 0 0 0 10 10 10 Dentro do padréo
M. abscessus ATCC 19977 60 dias 0 0 0 0 0 0 1 0 0 Sensivel
M. chelonae ATCC 35752 60 dias 0 0 0 0 0 0 3 7 7 Fora do padrao
CRM 0018 30 dias * 10 4 5 0 0 0 10 10 10 Dentro do padréo
CRM 0019 30 dias * 7 1 1 9 5 4 10 10 10 Resistente

* Os ensaios continuaram incubados até o fim do tempo preconizado pela técnica; PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9; As linhas em
negrito correspondem aos ensaios que foram repetidos.
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TABELA 12B. Repeticao dos ensaios de avaliacdo da suscetibilidade da cepa de M. massiliense CRM 0019 e de M. abscessus ATCC 19977 frente ao
Ortoftalaldeido

PRODUTO - ORTOFTALALDEIDO (22 Repetico)

Ensaio Micobactericida Controle do Micro-organismo
FENOL 1:50 FENOL 1:75
Tempo de N° Tubos Positivos o . . o Classificacsio d
Micro-organismos incubaco até a N° Tubos Positivos N° Tubos Positivos asstlj:i?glaeo 0
12 [eitura Meios de Cultura Meios de Cultura Meios de Cultura
PB K 7H9 PB K 7H9 PB K 7H9

M. abscessus ATCC 19977 60 dias 1 1 0 0 0 0 3 1 1 Sensivel
CRM 0019 30 dias * 9 3 2 0 0 0 10 9 8 Fora do padréo

* Os ensaios continuaram incubados até o fim do tempo preconizado pela técnica; PB, Proskauer-Beck; K, Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9
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Figura 7. Atividade micobactericida do OPA frente aos micro-organismos empregados no
estudo. PB — caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio
Middlebrook 7H9, ATCC — American Type Culture Collection, M — Mycobacterium.
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5 DISCUSSAO

As Micobactérias de Crescimento Rapido estdo amplamente distribuidas no
ambiente e tém emergido como importantes patégenos causadores de doencas
humanas, provocando inameros tipos de infeccdes como doencas cutédneas e
infeccbes pulmonares (BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2002). Recentemente varios
casos e surtos causados por MCR tém sido registrados no Brasil, relacionados em
sua maioria com procedimentos cirdrgicos e estéticos, como videocirurgias,
lipoaspiracao, injecdes subcutaneas de compostos sem registro com finalidade na
area estética, implante de préteses mamarias e mesoterapia (HINRICHSEN, 2007).

Diante dos surtos ocorridos no pais de infeccbes por M. massiliense
pertencentes ao mesmo clone, clone BRA100 prevalente em todo territério nacional,
surtos esses relacionados principalmente as falhas nos processos de limpeza e
desinfeccdo de produtos médicos (ANVISA, 2008), houve a necessidade da
realizacdo deste estudo em que um dos objetivos principais fosse a avaliacdo do
comportamento dessas cepas clinicas frente a trés diferentes tipos de desinfetantes
hospitalares para artigos semi-criticos.

Uma das préticas de controle de infeccbes que auxiliam na prevencado de
infeccbes nosocomiais € 0 uso de produtos antimicrobianos como antissépticos e
desinfetantes (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

Desinfetantes a base de glutaraldeido s&o ainda amplamente utilizados na
desinfeccdo de alto nivel de artigos médicos, porém varios relatos tém sido
divulgados alertando sobre a tolerancia de micobactérias a esse biocida (VAN
KLINGEREN; PULLEN, 1993, GRIFFITHS et al., 1997, NOMURA et al., 2004).

Mais recentemente, estudos mostraram que cepas de M. massiliense
pertencentes ao clone BRA100 apresentaram resisténcia a altas concentracdes de
glutaraldeido, em um tempo que varia entre 30 minutos e 10 horas de exposi¢céo da
solugéao comercial do produto, o que pode estar contribuindo para a disseminacgéo do
micro-organismo tolerante ao biocida em diferentes hospitais (DUARTE et al., 2009,
LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009).

No presente estudo, as cepas de M. massiliense clone BRA100 se
comportaram altamente tolerantes a solugéo de glutaraldeido a 2%, quando aplicado

o Método Confirmatorio para Avaliacdo da Atividade Micobactericida, baseado na
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utilizacao de cilindros carreadores, seguindo a metodologia oficial descrita no POP
INCQS n° 65.3210.004. Tal tolerancia foi observada frente aos trés produtos a base
de glutaraldeido, quando foi detectado crescimento em todos os tubos contendo os
diferentes meios de cultura em um tempo curto (20 dias ou menos) de incubacédo do
ensaio. O tempo preconizado pela técnica € de 60 dias e mais 30 dias em caso de
Nao ocorrer crescimento ou este se apresentar ténue, pelo fato do crescimento de
micobactérias acontecer num tempo maior quando comparado a outras bactérias.

Fato semelhante ocorreu quando a cepa de referéncia M. massiliense INCQS
n°® 00594 foi testada frente aos produtos Glutaraldeido Al e B, onde os produtos ndo
foram capazes de eliminar a micobactéria.

Lorena e colaboradores (2010) indicaram que a tolerancia a altas
concentracbes de glutaraldeido é uma caracteristica peculiar de M. massiliense
pertencente ao clone BRA100, sugerindo que esse clone especifico pode conter um
mecanismo bioldgico de resisténcia ndo encontrado em outras cepas ou até mesmo
em outras espécies.

Nos testes realizados no presente trabalho, a Unica cepa que se comportou
de forma sensivel frente aos trés produtos a base de glutaraldeido a 2% foi M.
chelonae ATCC 35572. O mesmo nao ocorreu com M. bovis cepa BCG Moreau, M.
abscessus ATCC 19977 e M. fortuitum ATCC 6841, ja que ndo foram eliminados
totalmente, como determina a técnica oficial.

Tais resultados se apresentam em concordancia com varios estudos citados
anteriormente, sugerindo que cepas altamente tolerantes ao glutaraldeido estédo
disseminadas em ambientes hospitalares e estdo presentes, principalmente, nos
surtos de infec¢des por M. massiliense apos procedimentos invasivos, ja que o clone
BRA100 se apresenta altamente tolerante a esse desinfetante (VAN KLINGEREN;
PULLEN, 1993, GRIFFITHS et al., 1997, DUARTE et al., 2009).

O mecanismo de tolerancia dessas micobactérias ao glutaraldeido ndo esta
elucidado, porém um fator relacionado a resisténcia podem ser as mudancgas na
superficie da parede celular bacteriana, resultando na diminuicdo da ligacdo ou
penetragdo do biocida na mesma. E o uso difundido de glutaraldeido em ambientes
hospitalares pode resultar na selecdo de bactérias resistentes a drogas e
desinfetantes (SVETLIKOVA et al., 2009).

O glutaraldeido a 2% sempre foi muito utilizado para desinfeccdo de

endoscopios e, na pratica, faz-se o reuso da solucédo por até 14 dias, o que pode
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gerar numa diminuicdo de até 50% da concentracdo e, consequentemente, numa
menor atividade micobactericida (PHILLIPS; VON REYN, 2001). Além disso, sem
uma limpeza adequada, os equipamentos meédicos podem acumular material
organico, possibilitando a formacéo de biofilmes e, consequentemente, prejudicando
a acao do biocida (VIANA-NIERO et al., 2008).

Cepas tolerantes a glutaraldeido representam situacdo de emergéncia em
saude publica, ja que essas cepas estdo relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia cruzada a varios antibidticos, inclusive aos que sao usados no tratamento
de infecgdes por MCR (SVETLIKOVA et al., 2009). Apesar disso, essa técnica de
desinfeccdo com glutaraldeido ainda € empregada, ja que a RDC n° 8, de 27 de
fevereiro de 2009, ndo suspende o0 uso desse produto para o instrumental éptico
utilizado nos procedimentos endoscopicos (BRASIL, 2009).

Sabe-se também que o0 uso regular de um mesmo desinfetante pode
selecionar e, consequentemente, possibilitar a proliferacdo de micobactérias que
sejam resistentes a esse agente (GRIFFITHS et al., 1997). Além disso, problemas
relacionados a formulacdo dos produtos foram observados no presente estudo, ja
que foi detectado um desvio na qualidade com relacdo ao teor de principio ativo dos
desinfetantes Glutaraldeido A e Al, para os quais resultados insatisfatérios foram
apresentados mesmo sendo da mesma marca.

Outros dois desinfetantes hospitalares indicados para desinfec¢do de artigos
semicriticos sdo o acido peracético e o OPA (MCDONNELL, 1999; BLOCK, 2001).
Um estudo recente sugere como alternativa imediata para a prevencdo de novos
surtos a substituicdo do glutaraldeido por um desses dois produtos no processo de
desinfeccdo de alto nivel, ja que foi observada suscetibilidade das cepas clinicas de
M. massiliense do clone BRA100 aos desinfetantes a base de glutaraldeido, quando
um teste em suspensao foi aplicado, com tempos de 15 e 30 minutos de contato do
micro-organismo com o desinfetante (LORENA et al.,, 2010). Walsh, Maillard e
Russell (1999) ja haviam também sugerido essa substituicdo, uma vez que o OPA
consegue inativar cepas resistentes ao glutaraldeido.

Outro estudo também comparou a atividade micobactericida do OPA e do
glutaraldeido e concluiu que o primeiro produto se mostrou mais eficiente, quando
comparado ao glutaraldeido, contra micobactérias num teste quantitativo em
suspensao na concentragao de 0,5% (p/v) (FRAUD; MAILLARD; RUSSELL, 2001).

O ortoftalaldeido apresenta molécula de carater lipofilico, o que sugere facilitar a
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penetragdo do biocida na parede celular, diminuindo a probabilidade de uma
reducdo na concentracdo efetiva do produto e, consequentemente, sua agao
(FRAUD et al., 2003).

Porém o0s micro-organismos teste em outros trabalhos tém se mostrado
suscetiveis ao OPA a 0,5% quando é utilizado o teste em suspensédo, onde o
produto entra em contato direto com a bactéria. Quando o teste com carreador é
aplicado, o mesmo ndo ocorre (WALSH; MAILLARD; RUSSELL, 1999). No teste
com carreador, as bactérias permanecem mais aderidas a uma superficie, se
tornando menos acessiveis aos biocidas quando comparadas a uma suspensao
homogénea, composta pelo produto analisado e o micro-organismo, Como ocorre no
teste em suspensao (FRAUD; MAILLARD; RUSSELL, 2001).

Esse fator poderia explicar os diferentes resultados apresentados no presente
estudo. Ja que todos as cepas clinicas de M. massiliense testadas foram tolerantes
ao OPA. Cabe ressaltar que pertencem ao mesmo clone analisado por Lorena e
colaboradores (2010), clone BRA100. Por outro lado, o lote do produto utilizado
apresentou um desvio significativo na qualidade, onde o teor do principio ativo real
era de apenas 22% do declarado pelo fabricante. O que pode representar uma
forma de ameaca a saude coletiva, ja que lotes de desinfetantes que se apresentam
fora dos padrdes de qualidade exigidos podem estar sendo utilizados em ambientes
ligados a saude.

Desenvolver novas estratégias para desinfeccdo de alto nivel é importante
para evitar o surgimento de novas cepas resistentes. Uma possivel alternativa que
alguns estudos tém sugerido € a utilizacdo de desinfetantes que contenham &cido
peracético em suas formulacdes. Para Phillips e Von Reyn (2001), o &cido
peracético € um agente que tem se apresentado eficiente na desinfeccdo de
equipamentos médicos, como 0s endoscopios.

Estudos mostram que o tratamento diario de instrumentos com solucdo de
glutaraldeido a 2% induz ao acumulo e/ou a fixacdo de proteinas presentes no artigo
a sofrer desinfeccdo. Situacdo similar foi observada com o uso de desinfetantes a
base de ortoftalaldeido, porém com um menor grau. Ja para os produtos que contém
acido peracético, a fixacdo ou acumulo de proteinas pode ocorrer, porém Sao
incomparaveis aos outros dois desinfetantes, sendo muito inferior. Devido a esses

dados, na Franca, é recomendada a substituicdo de desinfetantes a base de

glutaraldeido por aqueles que contém acido peracético e foi sugerido que se
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destaque a importancia da completa limpeza prévia dos artigos (PINEAU et al.,
2008).

No presente estudo, de acordo com os resultados apresentados nas Tabelas
9,10, 11 e 11A, tanto as cepas de MCR de referéncia como as cepas clinicas de M.
massiliense se mostraram sensiveis frente aos desinfetantes que contém acido
peracético em suas formulacdes. Porém no primeiro ensaio da avaliagdo da
qualidade do produto denominado Acido peracético B, utilizando a cepa de
referéncia M. massiliense INCQS n°00594, foi observado crescimento do micro-
organismo em 3 tubos contendo caldo Proskauer-Beck e em um tubo de cada meio
adicional (Kirchners e Middlebrook 7H9), na repeticdo desse ensaio houve variagao
no tempo de contato para uma hora e, entdo, ndo foi observado crescimento
(TABELAS 11 e 11A). Vale ressaltar que dentre os trés produtos testados, somente
este Ultimo (Acido peracético B) apresentou resultado satisfatorio durante a
avaliacdo do teor. Na andlise do Acido peracético Al, o teor foi de 250% do
declarado pelo fabricante, gerando duvidas quanto a sua real eficacia frente as
micobactérias.

Stanley (1999) testou cinco cepas de micobactérias resistentes a
glutaraldeido que foram isoladas de endoscopios, e dentre essas, duas cepas
demonstraram um comportamento tolerante frente ao acido peracético.

Os resultados aqui apresentados correspondem ao primeiro estudo utilizando
o teste oficial de avaliacdo da eficacia de desinfetantes no Brasil e mostram
propriedades biolégicas muito diferentes de M. massiliense frente ao glutaraldeido,
principalmente, quando comparado ao M. bovis, que € a cepa de referéncia usada
na metodologia oficial da AOAC.

Como M. bovis & uma micobactéria de crescimento lento e M. massiliense, de
crescimento rapido, e pelo fato desta ultima estar envolvida em varios surtos em
diferentes regibes do pais, apresentando inclusive um clone prevalente, algumas
medidas foram tomadas pela ANVISA, a fim de evitar outros surtos e casos de
infec¢des por MCR.

Com base nesses fatos, a inclusdo de M. massiliense INCQS n° 00594 na
legislacao referente a comprovacdo da eficacia de desinfetantes hospitalares para
artigos semicriticos, seguindo o POP INCQS n° 65.3210.004, através da Resolucéo
RDC n° 51, de 21 de outubro de 2009 (BRASIL, 2009), foi uma das alternativas
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encontradas na tentativa de prevenir infecgbes por micobactérias de crescimento
rapido.

Em contrapartida, a inclusdo obrigatoria do micro-organismo na avaliacdo da
eficacia dos produtos desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos e
esterilizantes em uma técnica oficialmente implantada no INCQS e preconizada pela
AOAC aconteceu sem respaldo cientifico prévio, j& que antes do presente estudo,
nao existiam dados acerca do assunto. Assim, esses resultados podem auxiliar na
adaptacdo da metodologia oficial.

Uma pesquisa mais abrangente seria necessaria, ja que o nimero de cepas
clinicas de M. massiliense utilizadas néo foi extenso. Porém, algumas sugestfes
podem ser avaliadas para a adaptacdo da técnica, como a variacdo no tempo de
incubacdo do ensaio, que atualmente é de 60 dias inicialmente e mais 30 dias em
casos de nao ser observado crescimento ou este se apresentar ténue. Esse tempo
poderia ser reduzido para 30 dias de incubacdo em ensaio realizados com M.
massiliense, j& que a cepa de referéncia e todas as cepas clinicas dessa
micobactéria testadas neste trabalho apresentaram crescimento dentro de um més
ou menos, dependendo do produto analisado. Essa reducdo seria favoravel na
obtencado de respostas mais rapidas em nivel de vigilancia sanitaria, assim medidas
poderiam ser tomadas visando a promogéo da salude da populacgéo.
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6 CONCLUSOES

1. Na avaliacéo da atividade micobactericida dos desinfetantes foi observado
gue nenhum dos produtos a base de glutaraldeido foi eficaz frente a M.
bovis INCQS N°00062 (BCG Moreau), que € a Unica cepa de referéncia
preconizada pela AOAC nos ensaios da verificacdo da eficacia desses

produtos.

2. Quanto a verificacdo da suscetibilidade de MCRs, para os produtos a base
de glutaraldeido, M. chelonae ATCC 35572 foi eliminado pelos trés
desinfetantes, enquanto M. fortuitum ATCC 6841 apenas por dois desses.
Ja M. abscessus ATCC 19977 se apresentou tolerante frente aos trés

produtos.

3. Na verificacdo da suscetibilidade das cepas clinicas de M. massiliense
pertencentes ao clone BRA100, todas foram classificadas como altamente
tolerantes aos desinfetantes a base de glutaraldeido.

4. Verificou-se que dois produtos a base de glutaraldeido de marcas
diferentes ndo foram capazes de destruir a cepa de referéncia M.
massiliense INCQS n° 00594, durante a avaliacdo da atividade

micobactericida dos desinfetantes.

5. Durante a avaliagdo da atividade micobactericida dos produtos que
contém &acido peracético em suas formulagbes, todos se mostraram
eficientes frente a M. bovis cepa BCG Moreau. Entretanto, frente a M.
massiliense INCQS n°® 00594, um dos produtos se mostrou eficaz somente

guando houve mudanca no tempo de contato para uma hora.

6. Todas as cepas de referéncia de MCR e todas as cepas clinicas de M.
massiliense se apresentaram sensiveis aos produtos que contém &cido

peracético em suas formulacoes.
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7. Na avaliacdo da atividade micobactericida, o produto a base de
ortoftalaldeido foi capaz de destruir M. bovis INCQS n°00062 (BCG

Moreau), mas nao foi eficaz frente a M. massiliense INCQS n° 00594.

8. Durante a verificagao da suscetibilidade das cepas de referéncia de MCR,
somente M. fortuitum ATCC 6841 se apresentou sensivel ao OPA.

9. Na avaliacdo da suscetibilidade das cepas clinicas de M. massiliense,

todos se mostraram tolerantes ao OPA.

10. Analisando o desempenho dos trés diferentes tipos de desinfetantes, o
acido peracético foi o unico capaz de destruir todas as cepas clinicas de
M. massiliense pertencentes ao clone BRA100, que € o clone prevalente

nos surtos em todo o territdrio nacional.

11. Na avaliacdo da qualidade em relacdo ao teor de principio ativo dos
produtos utilizados neste estudo, somente o Glutaraldeido B e o Acido
peracético B apresentaram resultados satisfatério.

12. Observou-se diferenca entre o comportamento de M. bovis cepa BCG
Moreau e M. massiliense INCQS n° 00594, sendo estas cepas utilizadas
como referéncia para avaliacdo da qualidade de produtos pela
metodologia oficial.

13. Visando a reducédo de infeccbes nosocomiais e, consequentemente, a
promocdo da saude da populacdo, sugere-se que 0 uso de produtos a
base de glutaraldeido seja suspenso para quaisquer fins no que diz
respeito a desinfeccdo de alto nivel, jA& que todas as cepas de M.
massiliense provenientes de surto e pertencentes ao clone prevalente no

pais foram tolerantes a esse desinfetante.
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