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RESUMO

A partir de 2004, um grande numero de notificacdes de infeccbes pds-operatorias
por micobactérias de crescimento rapido (MCR) eclodiu no Brasil. O aspecto comum,
em todos os hospitais que apresentaram casos suspeitos e confirmados, foi a
desinfeccdo de alto nivel de artigos cirdrgicos pela imersdo em solucdo de
glutaraldeido a 2% por 30 minutos. Além disso, foram observadas quebras de
protocolos nos processos de limpeza e esterilizacdo e inconsisténcias nos tempos
de exposicdo a desinfetantes. As andlises laboratoriais identificaram
Mycobacterium massiliense (hoje denominado M. abscessus subsp. bolletii) como a
micobactéria predominante nos surtos. Os surtos de infecgbes por MCR no pais
levaram a publicagdo por parte da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
de resolugbes para auxiliar na prevencédo e no controle dessas doengas. Uma das
resolucdes, a RDC n° 51/2009, inseriu M. massiliense como microrganismo de
referéncia na legislagdo pertinente a comprovagdo da eficdcia de desinfetantes
hospitalares para artigos semicriticos. Apos a publicagcdo desta RDC, nao foi
realizado, por parte da autoridade sanitéria competente, um controle efetivo, como,
por exemplo, um programa de analise prévia, para verificar se as industrias de
saneantes estdo atendendo ao disposto nos regulamentos publicados. O Unico
controle realizado, durante os procedimentos de registro junto a Anvisa, é a andlise
dos laudos de eficacia expedidos por laboratorios prestadores de servico nacionais.
Assim existe a necessidade premente de realizacdo de ensaios, envolvendo o maior
namero possivel de produtos desinfetantes de alto nivel, a fim de se verificar a
qualidade desses produtos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
micobactericida de desinfetantes de alto nivel & base de Glutaraldeido, de Acido
peracético e de Perdxido de hidrogénio e de Glucoprotamina por meio do Método
Confirmatério para Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes,
conforme POP INCQS n° 65.3240.009, utilizando M. bovis cepa BCG Moreau e M.
abscessus subsp. bolletii, como cepas de referéncia preconizadas pela legislacao
vigente. O desinfetante a base de Glutaraldeido nédo foi capaz de eliminar M. bovis e
nem M. abscessus subsp. bolleti. O desinfetante & base de Acido peracético e
Peroxido de hidrogénio foi eficaz frente aos microrganismos testes. O produto
contendo Glucoprotamina ndo conseguiu matar M. bovis. Ensaios adicionais seréo
necessarios para avaliacdo da atividade micobactericida desse produto frente a M.
abscessus subsp. bolleti. E necessaria a adocdo de biocidas alternativos ao
Glutaraldeido devido a tolerancia de MCR que aumenta o risco de infeccao
hospitalar. Para a promocao da salde da populacéo é fundamental o monitoramento
da qualidade de produtos desinfetantes de alto nivel atualmente registrados e
comercializados no pais.

Palavras-chave: Micobactérias de Crescimento Répido. Desinfetantes de Alto Nivel.
Avaliacao da Atividade Micobactericida.



ABSTRACT

As of 2004, a large number of reports of post-operative infections by rapidly growing
mycobacteria (RGM) broke out in Brazil. The common aspect in all hospitals that
presented suspected and confirmed cases was high-level disinfection of surgical
articles by immersion in 2% glutaraldehyde solution for 30 minutes. In addition, there
were protocol breaks in the cleaning and sterilization processes and inconsistencies
in the times of exposure to disinfectants. Outbreaks of MCR infections in the country
led to the publication by the National Agency of Sanitary Surveillance (Anvisa) of
resolutions to assist in the prevention and control of these diseases. One of the
resolutions, CDR No. 51/2009, inserted M. massiliense as the reference micro-
organism in legislation to prove the efficacy of hospital disinfectants for semi-critical
articles. Following the publication of this CDR, effective control, such as a prior
examination program, has not been carried out by the competent health authority to
verify that the sanitation industries are complying with the provisions of the published
regulations. The only control performed during Anvisa registration procedures is the
analysis of the efficacy reports issued by national service providers. Thus, there is an
urgent need for testing, involving as many high-level disinfectants as possible, in
order to verify the quality of these products. The aim of this study was to evaluate the
mycobactericidal activity of high level disinfectants based on Glutaraldehyde,
Peracetic Acid and Hydrogen Peroxide and Glucoprotamine by means of the
Confirmative in vitro Test for Determining Mycobactericidal Activity of Disinfectants,
according to POP INCQS n° 65.3240.009, using M. bovis BCG Moreau and M.
abscessus subsp bolletii, as reference strains recommended by the current
legislation. Glutaraldehyde disinfectant was ineffective for M. bovis and M. abscessus
subsp. bolletii. The disinfectant based on peracetic acid and hydrogen peroxide was
effective against the test microorganisms. The product containing Glucoprotamine
was ineffective for M. bovis. Further assays are required for mycobactericidal
evaluation of this product against M. abscessus subsp. bolletii. It is necessary to
adopt alternative biocides to Glutaraldehyde due to the tolerance of MCR that
increases the risk of nosocomial infection. In order to promote the health of the
population, it is essential to monitor the quality of high-level disinfectant products
currently registered and marketed in the country.

Key-words: Rapidly Growing Mycobacteria. High Level Disinfectants. Evaluation of
Mycobactericidal Activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICOBACTERIAS

O género Mycobacterium caracteriza-se por bacilos aerébicos, imoveis, ndo
esporulados e nao encapsulados. Os bacilos sdo denominados alcool-acido
resistentes (BAAR), pois a parede celular micobacteriana ndo é descorada por
solucdo de alcool e &cido cloridrico apos coloragdo com solucdo corante de fucsina
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Diferentemente das demais bactérias, que possuem lipopolissacarideos na
camada externa da parede celular, as micobactérias possuem uma camada espessa
de lipidios, formada principalmente por &cido micélico (BRITO, 2008). Essa
constituicdo de parede celular com elevado teor de lipidios altera a permeabilidade,
conferindo a este microrganismo maior resisténcia a estresses ambientais, aos
desinfetantes, aos antibioticos, as temperaturas elevadas e a luz ultravioleta
(FONTANA, 2008). Além disso, as micobactérias tém capacidade de formar biofilme
(LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009).

De acordo com a taxa de crescimento em meio solido, as micobactérias sao
classificadas em dois grupos: micobactérias de crescimento lento (MCL) que
necessitam de 7 dias ou mais de incubacgéo para formacao de colénias com tempo
de geracdo acima de 16 horas e micobactérias de crescimento rapido (MCR) que
formam colénias em menos de 7 dias de incubacdo com tempo de geracdo de 3a 4
horas. As MCL incluem a maioria das micobactérias patogénicas como o complexo
Mycobacterium tuberculosis e o complexo Mycobacterium avium. Os dois grupos
também se diferenciam quanto a morfologia da coldnia, viruléncia e sensibilidade a
antibiéticos e biocidas (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004, BRITO, 2008,
PITOMBO; LUPI; DUARTE, 2009).

Inicialmente, as micobactérias que n&do causavam tuberculose foram
chamadas de micobactérias atipicas ou micobactérias ambientais ou, ainda, outras
bactérias que ndo o bacilo da tuberculose (MOTT, do inglés: mycobacteria other
than tubercle bacilli). Atualmente, s&o denominadas de micobactérias né&o
causadoras de tuberculose (MNT) (FONTANA, 2008). Diferem dos agentes



12

etiologicos responsaveis pela tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) e pela
hanseniase (Mycobacterium leprae) pelo fato de ndo serem patdégenos obrigatorios,
sendo consideradas oportunistas. Podem ser encontradas como saprofitas,
comensais e simbiontes (SOUTO et al., 2012).

Em 1954, Timpe e Runyon classificaram as micobactérias atipicas em quatro
grupos, sendo os trés primeiros formados por MCL e o quarto, por MCR (MACEDO,;
HENRIQUES, 2009):

- Grupo I: chamadas fotocromogénicas por produzirem pigmentos laranja ou
amarelo quando as células em crescimento sdo expostas a luz;

- Grupo II: chamadas escotocromogénicas, produzem colbnias com pigmento
amarelo, tanto quando incubadas na presenca de luz quanto na auséncia de luz;

- Grupo lll: chamadas nado-fotocromogénicas, incluem as espécies que nao
produzem pigmentos e algumas espécies que produzem pequena quantidade de
pigmento amarelo palido, cuja cor néo € intensificada pela exposicao a luz;

- Grupo IV: formado pelas MCR, incluindo espécies pigmentadas e nao
pigmentadas.

Hoje, esta classificacdo ndo € mais usada, devido as técnicas de identificacao
por biologia molecular, com base nas sequéncias de regides varidveis de genes
conservados, tais como rpoB, hsp65 e genes ribossomais. No entanto, ainda
distinguem-se as MCL das MCR (GUGLIELMETTI et al., 2015).

1.2 MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

Estdo presentes em diferentes substratos ambientais, podendo ser
encontradas no solo, poeira, pedras, bioaerossoéis e agua, incluindo agua potavel,
formando biofilmes em tubulagbes de sistemas de distribuicdo de &gua, piscina,
esgoto e superficies. Também encontram condi¢gBes favoraveis em reservatorios e
encanamento de hospitais, sendo dificil erradica-las. Apresentam resisténcia
antimicrobiana e algumas também sé&o resistentes a desinfetantes e microbicidas
clorados, mercuriais e ao glutaraldeido (MACEDO; HENRIQUES, 2009).

Algumas espécies de MCR podem infectar artigos médicos e causar doengas

pulmonares, infec¢cdes de ferida cirurgica, doencas de pele e de tecidos (FONTANA,
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2008). As mais frequentemente associadas a doencas em seres humanos Ssao
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae e Mycobacterium fortuitum.
Essas infeccbes, geralmente, estdo associadas a pessoas com fatores
predisponentes ou imunocomprometidas, ja que sd80 microrganismos oportunistas
gue apresentam baixa patogenicidade (SOUTO et al., 2012).

As formas de transmissao de infec¢cdes por MNT em seres humanos ainda
nao estdo completamente esclarecidas. Postula-se que os individuos sensiveis
adquiram infec¢des pulmonares por inalacdo de aerossoéis contaminados, embora a
ingestdo seja a provavel fonte de contaminacao para linfoadenites em criangcas. Em
infeccBes cutaneas, acredita-se que ocorra a inoculagdo direta do patégeno por
meio da agua e outros materiais cirdrgicos. A transmissdo direta entre humanos foi
descrita apenas em infeccbes pulmonares em pacientes com fibrose cistica que
frequentaram o mesmo centro de tratamento (GUGLIELMETTI et al., 2015).

M. abscessus e M. chelonae foram originalmente considerados como
pertencentes a mesma espécie (“M. chelonei” ou “M. chelonae”), mas em 1992, M.
abscessus foi reclassificada como uma espécie individual (BROWN-ELLIOT,;
WALLACE, 2002). Isso é importante clinicamente, porque M. chelonae raramente
estd envolvido como causador de doenca pulmonar crbnica enquanto que M.
abscessus é um importante agente patogénico pulmonar; e também porque M.
chelonae ndo tem o gene de inducdo da eritromicina metilase (Erm), de modo que
os macrolideos sao eficazes para o tratamento de infeccbes por essa micobactéria,
0 que geralmente ndo ocorre em infeccdes por M. abscessus, porque a maioria dos
isolados tem esse gene ativo (NASH; BROWN-ELLIOT; WALLACE, 2009).

Depois da reclassificacdo do M. abscessus como uma espécie independente,
novas subespécies, incluindo Mycobacterium massiliense e Mycobacterium bolletii
foram descobertas. Em 2011, foi proposta a unido de M. massiliense e de M. bolletii
como uma unica subespécie denominada Mycobacterium abscessus subsp. bolletii.
Assim, a espécie Mycobacterium abscessus estaria dividida em duas subespécies:
M. abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii (LEAO et al., 2011).

Estudos recentes argumentam contra a proposta mencionada acima e
sugerem a divisdo antiga em trés subgrupos, espécies ou subespécies (M.
abscessus ou M. abscessus subsp. abscessus; M. massiliense ou M. abscessus
subsp. massiliense, e M. bolleti ou M. abscessus subsp. bolletii), clinicamente

importantes, com base em diferencas na sequéncia de DNA, especialmente do gene
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rpoB e a presenca ou auséncia de um gene Erm funcional (ADEKAMBI et al., 2006,
HEYDARI et al.,, 2013, BENWILL; WALLACE; 2014). Mudancas referentes a
classificagao taxondmica e a nomenclatura do complexo M. abscessus, de 1992 a
2013, sao apresentadas na Figura 1(LEE et al., 2015).

Pela analise completa da sequéncia do gene 16S rRNA, os trés subgrupos
possuem 100% de identidade de sequéncia (NASH et al., 2005, NASH; BROWN-
ELLIOT; WALLACE, 2009). Por sequenciamento parcial do gene rpoB, no entanto,
estas trés subespécies diferem em mais de 3,5% de seus pares de base, uma
diferenca observada apenas entre isolados pertencentes a diferentes espécies
(ADEKAMBI et al., 2004).

M. abscessus M. abscessus
M. abscessus subsp. subsp.
abscessus abscessus
. e A 4 N
M. abscessus M. massiliense M. abscessus M. abscessus
subsp. subsp.
bolletii massiliense
\ J \ J
. 4 A
M. bolletii M. abscessus
subsp.
bolletii
\ y
1992 2006 2011 2013

Figura 1. Mudancas referentes a classificagdo taxonémica e a nomenclatura do complexo M.
abscessus de 1992 a 2013.

Fonte: LEE et al., 2015

O sequenciamento do gene Erm mostrou que os microrganismos identificados
como M. massiliense/M. abscessus subsp. massiliense tém uma grande delecdo
neste gene, ou seja, ele ndo é funcional e, portanto, 0 microrganismo € susceptivel
aos macrolideos. Ja nos isolados de M. abscessus/M. abscessus subsp. abscessus
e M. bolletii/M. abscessus subsp. bolletii ndo existe essa delecdo e o gene Erm é
quase sempre funcional, atribuindo a essas micobactérias resisténcia aos
macrolideos (HEYDARI et al., 2013, BENWILL; WALLACE, 2014). Finalmente, mais

recentemente, o sequenciamento completo do genoma mostrou grandes diferencas
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entre os trés grupos, poréem uma definicdo de "espécie" ou "subespécie" por este
método nédo foi estabelecida (TETTELIN et al., 2014).

N&o existem designacdes taxondmicas oficiais para qualquer proposta de
espécies ou subespécies de M. abscessus e, de fato, o conceito de nome oficial ndo
existe no Cdédigo Internacional de Nomenclatura de Procariontes. Ademais, todos 0s
nomes propostos para espécies e subespécies de M. abscessus tém sido validados
por meio de publicacdes em artigos originais e/ou listas de validacdo na Revista
Internacional de Microbiologia Sistematica e Evolucionéaria, a revista oficial de
taxonomia microbiolégica, e, portanto, todos podem ser legitimamente usados em
publicacdes (GRIFFITH et al., 2015).

1.3 INFECCOES POR MCR NO BRASIL

No Brasil, infecces por MCR apds procedimentos invasivos eram pouco
relatadas antes de 2004, geralmente como focos limitados ou casos isolados
(LORENA et al., 2010). A primeira descricdo detalhada sobre esse tipo de infecgéo
no pais ocorreu com surtos de ceratite causados por M. abscessus e M. chelonae
em pacientes submetidos a cirurgia a laser para correcdo de miopia, entre 1998 e
2003, no estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Todos esses focos estavam
restritos a determinadas clinicas oftalmolégicas e nenhuma fonte especifica de
transmissao foi detectada (ALVARENGA et al., 2002). Outros focos de infec¢do por
MCR também foram relacionados a procedimentos estéticos, como a mesoterapia
em 2000 e 2002, no estado de Sao Paulo (SAMPAIO et al., 2006). Entre 2002 e
2004, um surto de infec¢des pds-mamoplastia causado por M. fortuitum, na cidade
de Campinas, estado de S&o Paulo, afetou 33 pacientes (PADOVEZE et al., 2007).

Em 2004, eclodiu um grande numero de notificagdes (310) de infec¢cdo pos-
operatoria por MCR na cidade de Belém do Para (MACEDO; HENRIQUES, 2009).
As cepas isoladas de biopsia apds mesoterapia foram identificadas como M. bolletii,
pertencentes a varios clones, enquanto aquelas provenientes de pacientes
submetidos a cirurgias de videolaparoscopia pertenciam a espécie M. massiliense,
sendo 58 isoladas do mesmo clone chamado BRA100. As amostras foram coletadas

de 16 hospitais privados. As infec¢cdes foram caracterizadas por hiperemia local e
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formacao de abscessos com aspecto inflamatério e secre¢cdes purulentas, além de
ndo responderem a terapia antimicrobiana comum (VIANA-NIERO et al., 2008).
Embora a fonte das infeccfes cirdrgicas ndo tenha sido identificada, alguns aspectos
foram comuns a todos os casos relatados: todos os equipamentos de laparoscopia
foram submetidos a desinfeccdo de alto nivel pela imersdo em glutaraldeido a 2% e
foram descobertas inconsisténcias nos procedimentos de limpeza de equipamentos
e tempos de exposicao a desinfetantes (LORENA et al., 2010).

De agosto de 2006 a julho de 2007, 1.051 casos suspeitos de infeccdes poés-
operatodrias causadas MCR foram notificados em 63 hospitais no estado do Rio de
Janeiro. As infec¢des estavam relacionadas a procedimentos videolaparoscoépicos e
acometeram principalmente a pele e o tecido celular subcutaneo. Apresentavam
como principais caracteristicas a formacao de abscessos, nddulos e ulceracfes nos
sitios de incisdo e ndo respondiam ao tratamento antimicrobiano padrao. A partir dos
casos com confirmacao por cultura, M. massiliense foi identificado em 97,2% dos
casos, verificando-se a presenca do clone BRA100, o mesmo encontrado e
caracterizado no surto de Belém (DUARTE et al., 2009).

Muitas hipéteses para a ocorréncia do surto foram formuladas tais como o tipo
de material utilizado nas operacdes, falhas nos métodos de desinfeccdo ou
esterilizacdo, o processo de limpeza mecanica e desmonte dos artigos, o tempo de
exposicao aos saneantes, as condi¢cdes nas quais os instrumentos foram imersos na
solucdo e o possivel aparecimento de uma cepa tolerante/ndo suscetivel aos
agentes de desinfeccdo (LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009).

As hipéteses foram baseadas nas irregularidades encontradas nas
investigacbes em diferentes hospitais como: auséncia de registros efetivos de
solucBes de glutaraldeido comerciais utilizadas na desinfec¢céo de alto nivel quanto a
marca, tempo de imerséo dos instrumentos, validade, confirmagcédo da concentragao
e pH, presenca ou ndao de matéria organica; ndo utilizacédo de recipientes adequados
para armazenamento das solu¢cdes em uso e processo de desinfeccdo; auséncia de
uniformidade quanto ao profissional responsavel pela limpeza e desinfeccdo e
caréncia de treinamento especifico; auséncia de procedimentos operacionais padrao
e/ou protocolos com detalhes das condutas a serem aplicadas na limpeza e
desinfeccdo; reutilizacdo de material descartdvel;, auséncia de controle

microbiolégico do funcionamento das autoclaves ou investigagdo microbioldgica do
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instrumental por amostragem e inadequado sistema de vigilancia de infec¢gbes poés-
cirurgicas (PITOMBO; LUPI; DUARTE, 2009).

Os casos no Estado do Espirito Santo foram concentrados principalmente em
2007. Foram 248 casos notificados, dos quais 195 foram confirmados. Os casos
notificados haviam sido submetidos a operacdes em 11 servicos privados de saude.
As analises laboratoriais identificaram M. massiliense como a micobactéria presente
no surto. A vigilancia sanitaria do Estado realizou inspecbes em cerca de 60
estabelecimentos da saude, tendo observado quebra de protocolos nos processos
de limpeza e esterilizacdo (MACEDO; HENRIQUES, 2009).

Além desses trés estados, de 2003 a 2008, foram registrados varios surtos de
infeccbes por MCR em outros estados brasileiros, como Pernambuco, Roraima,
Bahia, Mato Grosso do Sul, Piaui, Minas Gerais, Mato Grosso, Distrito Federal, S&o
Paulo, Goiés, Parand, Rio Grande do Sul, entre outros, com estimativa de mais de
2.000 casos suspeitos. Entre os casos confirmados, a maioria havia sido submetida
a operacdes abdominais, principalmente, videolaparoscopias e cirurgias plasticas
(ANVISA, 2011).

O aspecto comum, em todos os hospitais que apresentaram casos suspeitos
e confirmados, foi a desinfeccdo de alto nivel de artigos cirdrgicos pela imersdo em
solucdo de glutaraldeido a 2% por 30 minutos. Um estudo formulou e testou a
hipétese de tolerdncia das cepas do surto a esse agente. Os resultados
demonstraram que apesar do glutaraldeido a 2% ter sido eficaz na erradicacdo de
cepas de MCR propostas em protocolos oficiais e as de referéncia, 0 mesmo nao
ocorreu com as cepas de M. massiliense isoladas de lesdes cirurgicas, originadas do
surto, pois essas foram recuperadas apos exposi¢cado a todos os tempos indicados
para desinfeccdo de alto nivel (30 min e 60 min) e esterilizagcdo (6 h e 10 h),
indicando particular tolerancia do clone BRA100 a diferentes solugbes comerciais
de glutaraldepido a 2%. Assim, segundo os autores, a desinfeccdo de alto nivel com
glutaraldeido a 2% empregada nos instrumentais pode ter contribuido na
disseminagdo do microrganismo pelos centros cirdrgicos de diferentes hospitais.
Outros fatores importantes estdo ligados a higienizacdo inadequada dos
instrumentais cirurgicos, a formagéo de biofilme, & adeséo bacteriana e ao reuso de
artigos descartaveis (LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009).
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1.4 SURTOS E MUDANCAS NAS LEGISLACOES

Na tentativa de conter os surtos de infec¢cdes por MCR, algumas resolucdes
foram publicadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Em 23 de
outubro de 2008, foi publicada a Resolugéo n°® 75 que exigia no ato do registro a
comprovacdo de eficacia antimicrobiana de esterilizantes e desinfetantes
hospitalares para artigos semicriticos frente as micobactérias M. abscessus e M.
massiliense, além da cepa Mycobacterium bovis BCG Moreau, que ja era
recomendada pelo método. Também determinou que os laudos deveriam seguir a
metodologia estabelecida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude - INCQS, da Fundacédo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ (BRASIL, 2008).

Contudo, a publicagdo da Resolugao RDC n° 51, em 21 de outubro de 2009,
revogou a RDC n° 75/2008, estabeleceu novos critérios de comprovacao de eficacia
de esterilizantes e desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos. Esta
resolucdo retirou a obrigatoriedade de comprovacdo de eficacia antimicrobiana
frente a M. abscessus, mantendo, porém, essa obrigacéo frente a M. massiliense e a
M. bovis BCG Moreau, seguindo a metodologia do INCQS (BRASIL, 2009b).

Outra medida implantada pela Anvisa foi a publicacdo da Resolugdo RDC n°
8, de 27 de fevereiro de 2009, a qual dispbe sobre as medidas para reducdo da
ocorréncia de infec¢cdes por MCR em servicos de saude. Entre estas medidas, esta
a suspensdao da esterilizacdo quimica por imersao, utilizando agentes esterilizantes
liguidos para o instrumental cirirgico e produtos para saude utlizados nos
procedimentos cirargicos e diagndsticos por videoscopias com penetracao de pele,
mucosas adjacentes, tecidos subepiteliais e sistema vascular, cirurgias abdominais e
pélvicas convencionais, cirurgias plasticas com o auxilio de épticas, mamoplastias e
procedimentos de lipoaspiracdo. Esta norma ndo se aplica ao instrumental 6ptico
utilizado nos procedimentos endoscopicos para acesso as cavidades corporais por
orificios naturais, ou seja, a desinfeccdo de alto nivel para artigos semicriticos com
glutaraldeido continua liberada (BRASIL, 2009a).

O processamento de instrumental cirdrgico e de produtos para saude deve
ser realizado em Centro de Material e Esterilizagdgo (CME) ou por empresa
terceirizada regularizada junto a Autoridade Sanitaria. Nos dois casos, um

profissional habilitado deve supervisionar todas as atividades (BRASIL, 2009a).
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Além disso, foi publicada a RDC n° 31 de 04 de julho de 2011 que proibiu o
registro de produtos saneantes na categoria “Esterilizante”, para aplicagdo sob a
forma de imersédo, com excecdo dos produtos para uso exclusivo em dialisadores e
linhas de hemodialise registrados na Anvisa e dos produtos para uso exclusivo em
equipamentos que realizam esterilizagdo por acdo fisico-quimica, registrados na
Anvisa (BRASIL, 2011).

1.5 LEGISLACOES DE SANEANTES

Atualmente, os produtos saneantes com acdo antimicrobiana sao
regulamentados pela Resolugdo RDC n° 14, de 28 de fevereiro de 2007 (BRASIL,
2007) e pela Resolugédo RDC n° 35, de 16 de agosto de 2010 (BRASIL, 2010). Estas
resolucdes foram publicadas visando a harmonizacdo das acGes dos paises que
compdéem o Mercado Comum do Sul (Mercosul), em relacdo a avaliacdo da
qualidade de produtos saneantes com acao antimicrobiana usados em assisténcia a
saude.

Esses Regulamentos determinam a exigéncia da comprovacdo da eficacia
dos produtos desinfetantes e esterilizantes que deve ser realizada mediante
metodologias da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) ou do Comité
Europeu de Normalizagéo (CEN) (BRASIL, 2007, BRASIL, 2010).

A Resolucdo RDC n° 14/2007 tem como objetivo definir, classificar e
regulamentar as condicbes para registro e rotulagem dos produtos com acéo
antimicrobiana a serem comercializados. Abrange os produtos com acao
antimicrobiana destinados ao uso em objetos, sobre superficies inanimadas e
ambientes, em domicilios, em indlstrias, em hospitais, estabelecimentos
relacionados com o atendimento a salude e em locais ou estabelecimentos publicos
ou privados. Além disso, classifica esses produtos de acordo com o ambito de
aplicagéo em uso geral, em uso hospitalar, em uso em industria alimenticia e afins, e
os de uso especifico (desinfetante para lactarios, piscinas e agua para consumo
humano e sanitizante/desinfetante para tecidos, roupas comuns e roupas
hospitalares) (BRASIL, 2007).
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Segundo a RDC n° 14/2007, um desinfetante é definido como “um produto
gue mata todos 0s microrganismos patogénicos, mas néo necessariamente todas as
formas microbianas esporuladas em objetos e superficies inanimadas” (BRASIL,
2007).

A Resolucdo RDC n° 35/2010 substituiu e revogou, no seu art. 4°, a Portaria
da Divisdo Nacional de Produtos Saneantes Domissanitarios (DISAD) n° 15, de 23
de agosto de 1988 (BRASIL, 2010). Alguns itens dessa portaria ja tinham sido
revogados pela Resolucdo RDC n° 14/2007, mantendo-se em vigor, até 2010,
apenas os itens referentes aos produtos antimicrobianos destinados exclusivamente
a areas e artigos criticos, areas e artigos semicriticos e esterilizantes (BRASIL,
2007).

A Resolucdo RDC n° 35/2010 tem por objetivo definir, classificar e
regulamentar as condigcbes para 0 registro e rotulagem dos produtos com agao
antimicrobiana de uso em assisténcia a saude para artigos criticos e semicriticos a
serem comercializados. O artigo critico € definido como aquele utilizado em
procedimentos de alto risco, que penetra tecidos ou O6rgdos e requer esterilizacdo
para seu uso e 0s artigos semicriticos, como aquele que entra em contato com a
pele ndo integra ou com a mucosa do paciente e requer desinfec¢ao de alto nivel ou
esterilizagéo para seu uso (BRASIL, 2010).

Segundo esta resolucéo, os desinfetantes sao classificados de acordo com o
nivel de desinfeccao em:

- desinfetante de nivel intermediario: produto que destréi bactérias
vegetativas, micobactérias, a maioria dos virus e fungos em um periodo de tempo
comprovado;

- desinfetante de alto nivel: produto que destrdi todos 0s microrganismos em
um periodo de tempo comprovado, exceto um numero elevado de esporos
bacterianos;

- esterilizante: produto que tem a capacidade de destruir todas as formas de
vida microbiana, em um periodo de tempo comprovado, incluindo o0s esporos
bacterianos (BRASIL, 2010).
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1.6 PRINCIPIOS ATIVOS DE SANEANTES COM ACAO ANTIMICROBIANA

Os saneantes com agéo antimicrobiana podem conter em suas formulagbes

principios ativos tais como glutaraldeido, acido peracético e glucoprotamina.

Um dos principios ativos mais utilizados para a desinfeccao de alto nivel para
artigos semicriticos € o glutaraldeido a 2%. O glutaraldeido é um dialdeido saturado
que age pela alquilacdo de grupos sulfidrila, hidroxila, carboxila e amino dos
microrganismos, alterando seu DNA, RNA e sintese proteica (PSALTIKIDIS et al.,
2014). Ele é comercializado sob a forma de solucao acida que é ativada através de
agentes alcalinizantes. O pH alcalino promove a conversdo dos grupos amino na
superficie das células em aminas de forma livre, que logo reagem com o
glutaraldeido, conduzindo a um efeito bactericida mais rapido. Apés a ativacdo do
produto, seu prazo de validade varia entre 14 e 28 dias conforme cada fabricante,
devendo haver, um monitoramento da concentracdo da solucdo por meio de fitas
indicadoras. Por ser volatil, o glutaraldeido deve ser manuseado em ambientes bem
ventilados, j4 que seus vapores sdo considerados irritantes e toxicos para a pele,
mucosas e trato respiratério (MCDONNELL, 2007).

O Acido Peracético esta disponivel em formulacbes aquosas ou em po, para
uso manual ou automatizado. Seu mecanismo de acdo € a desnaturacado proteica,
aumento da permeabilidade da membrana celular pela ruptura dos radicais sulfidrila
e ligacdes de enxofre, oxidando as enzimas microbianas essenciais. Pode ser
comercializado na forma concentrada, devendo ser diluido em agua antes de ser
utilizado. Dependendo de sua concentracdo pode ser usado para desinfeccdo de
superficies fixas, desinfeccdo de nivel intermediario e desinfeccdo de alto nivel. A
atividade da solucdo em uso deve ser verificada com a fita teste do produto. ApGs
sua diluicdo, a solucdo deve ser mantida pelo prazo maximo de 7 dias. A
decomposicdo do Acido Peracético ndo gera compostos téxicos, porém é um
produto corrosivo e considerado instavel particularmente quando diluido. Assim
como o glutaraldeido, é irritante para a pele, mucosas e trato respiratério
(PSALTIKIDIS et al., 2014).
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A glucoprotamina foi descoberta na década de 1990. E um composto ativo
para desinfetantes desprovidos de aldeidos, produto da reacdo do acido L-glutdmico
e N-alquil-propileno-1,3-diamina obtido de 6leo de coco. Seu mecanismo de acdo
nao é conhecido. A glucoprotamina ndo é volatil, é facilmente dissolvida em agua,
com baixissima toxicidade e facilmente biodegradada no meio ambiente.
Dependendo da concentragdo pode ser utilizada para limpeza e descontaminacéo
de artigos hospitalares, para desinfeccdo de nivel intermediario e desinfeccdo de
alto nivel. Seu prazo de validade € de 14 dias, sendo necessario a verificacdo da
concentracdo da solucéo através de fita indicadora (TYSKI et al., 2009, MEINKE et
al., 2012, CHOJECKA et al., 2015).

1.7 JUSTIFICATIVA

Os surtos de infecgbes por MCR no pais levaram a publicacdo por parte da
Anvisa de resolucdes para auxiliar na prevencdo e no controle dessas doencas.
Uma das resolugbes, a RDC n° 51/2009, inseriu o M. massiliense como
microrganismo de referéncia na legislacao pertinente a comprovacao da eficacia de
desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos. Um dos métodos utilizados para
tal comprovacdo é o Método Confirmatorio para Avaliacdo da Atividade
Micobactericida de Desinfetantes, descrito no Procedimento Operacional Padrao
(POP) INCQS n° 65.3240.009, (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2016). Esse método é adotado no Brasil e proveniente da
AOAC (TOMASINO, 2012). Nele é recomendada a utilizacdo da cepa vacinal de
micobactéria, cepa M. bovis BCG Moreau INCQS 00062, e da cepa M. abscessus
subsp. bolletii INCQS 00594 como microrganismos teste.

ApoOs a publicacdo desta RDC, néo foi realizado, por parte da autoridade
sanitaria competente, um controle efetivo, como, por exemplo, um programa de
analise prévia, para verificar se as industrias de saneantes estdo atendendo ao
disposto nos regulamentos publicados. O Uunico controle realizado, durante os
procedimentos de registro junto a Anvisa, € a analise dos laudos de eficacia

expedidos por laboratorios prestadores de servigo nacionais.
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Além disso, ao longo dos anos, novas edi¢cdes da AOAC foram lancadas
contemplando modificacbes nas metodologias. A mudanca recente mais
significativa, no Método Confirmatorio para Avaliacdo da Atividade Micobactericida
de Desinfetantes, foi a introducdo da contagem de bactérias viaveis nos cilindros
carreadores para validacdo do procedimento do ensaio. A partir da contagem,
calcula-se a média geométrica da densidade de microrganismos nos cilindros
carreadores, que devera ser de pelo menos 4,0 e ndo passar de 6,0 para que haja
validacdo do ensaio. Valor de média geométrica da densidade inferior a 4,0 e
superior a 6,0 invalida o ensaio, exceto em dois casos ndo h& necessidade de
reteste: quando o produto estiver satisfatorio e a média geométrica da densidade
estiver acima de 6,0 e, quando o produto estiver insatisfatorio e a média geométrica
estiver abaixo de 4,0.

O valor de média geométrica da densidade de microrganismos nos cilindros
carreadores € influenciado diretamente pela carga bacteriana presente neles. Para
padronizar essa carga bacteriana, a metodologia da AOAC determina, que no
preparo da cultura teste, a suspensdo bacteriana seja ajustada a 20% de
transmiténcia, no comprimento de onda de 650 nm, em espectrofotometro. Com a
introducédo dessa contagem, observou-se por experimentos realizados no Setor de
Saneantes, que o valor da média geométrica da densidade para M. abscessus
subsp. bolletii ficava acima do permitido, indicando que o ajuste da suspensao dessa
micobactéria a 20% de transmitancia resultava em uma carga bacteriana maior que
a preconizada. Para a adaptacdo da metodologia, uma série de ensaios foi realizada
com diferentes valores de transmitancia. Verificou-se que a transmitancia ideal para
o M. abcessus subsp. bolletii € 75 %. Essa adaptacao foi incorporada ao POP
INCQS n° 65.3240.009.

Assim existe a necessidade premente de realizagdo de ensaios, envolvendo o
maior numero possivel de produtos desinfetantes de alto nivel, a fim de se verificar a
qualidade desses produtos de acordo com o estabelecido no POP INCQS n°
65.3240.009.
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2 OBJETIVO

Avaliar a atividade micobactericida de desinfetantes de alto nivel por meio do
Método Confirmatério para Avaliagdo da Atividade Micobactericida, conforme
Procedimento Operacional Padronizado (POP) INCQS n° 65.3240.009, utilizando M.
bovis cepa BCG Moreau e M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594, como cepas
de referéncia preconizadas pela metodologia e pela legislacdo vigente,

respectivamente.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Preservar 0s microrganismos através de abertura de ampola e reconstituir o li6filo

em meios de cultura especificos;

» Realizar os ensaios de avaliacdo da atividade micobactericida dos desinfetantes a
base de glutaraldeido a 2%, de acido peracético e perdxido de hidrogénio a 2% e de
glucoprotamina a 5% por meio do Método Confirmatério para Avaliacdo da Atividade
Micobactericida, conforme Procedimento Operacional Padronizado (POP) INCQS n°
65.3240.009, utilizando M. bovis cepa BCG Moreau INCQS 00062 e M. abscessus
subsp. bolletii INCQS 00594.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas as cepas Mycobacterium bovis BCG Moreau INCQS 00062,
que é a bactéria de crescimento lento de referéncia preconizada no Método
Confirmatério para Avaliagdo da Atividade Micobactericida de desinfetantes pela
Association of Official Analytical Chemist (AOAC) (TOMASINO, 2012) e
Mycobacterium abscessus subsp. bolleti INCQS 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
RDC n° 51/2009 (BRASIL, 2009). Atualmente esses produtos sdo classificados como
desinfetantes de alto nivel segundo a RDC n° 35/2010 (BRASIL, 2010).

3.2 MANUTENCAO DAS MICOBACTERIAS

3.2.1 Manutencéo de Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau INCQS 00062

O contetdo de uma ampola contendo o microrganismo 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. Apos esse tempo, a pureza
da cultura foi verificada e os tubos foram estocados a 2-5°C. No caso de
contaminagdo, a cultura foi descartada e nova ampola com o microrganismo
liofilizado foi aberta.

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.
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A cultura estoque foi renovada a cada 12 meses com a abertura de uma nova
ampola contendo o microrganismo liofilizado (TOMASINO, 2012; INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.2.2 Manutencédo de Mycobacterium abscessus subsp. bolletii INCQS 00594

O contetdo de uma ampola contendo o microrganismo 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 verificacao
da pureza, esses tubos foram mantidos a 2-5°C.

A manutencao 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.

A cultura estoque foi renovada a cada 12 meses com a abertura de uma nova
ampola contendo o microrganismo liofilizado (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.3 DESINFETANTES

Foram utilizados trés desinfetantes com diferentes principios ativos, sempre
na concentracédo recomendada pelo fabricante do produto:
- Um produto a base de glutaraldeido que é comercializado pronto para uso, sem
necessidade de ativagao;
- Um produto contendo acido peracético e perdxido de hidrogénio em sua
formulacdo, o qual sera ativado imediatamente antes do ensaio, obedecendo a
recomendacao de uso do fabricante;
- Um produto a base de glucoprotamina, o qual seré ativado imediatamente antes do

ensaio, obedecendo a recomendacédo de uso do fabricante.
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3.4 METODO CONFIRMATORIO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
MICOBACTERICIDA DOS DESINFETANTES

3.4.1 Preparo da cultura teste de Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau INCQS
00062

A partir da cultura estoque, foram inoculados 10 tubos contendo 20 mL de
caldo Proskauer-Beck modificado e esses tubos foram incubados a 36 + 1°C por 21-
25 dias. ApGs esse periodo, foram adicionados, em cada tubo, 1 mL de solucdo de
cloreto de sodio a 0,85% com 0,1% de polissorbato 80 estéril e pérolas de vidro
estéreis, o conteudo foi homogeneizado em agitador de tubos. Essa suspenséo 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 suspensao bacteriana
final foi utilizada para contaminar os cilindros de porcelana (INSTITUTO NACIONAL
DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.4.2 Preparo da cultura teste de Mycobacterium abscessus subsp. bolletii INCQS n°
00594

A partir da cultura estoque, foram inoculados de 5 a 6 tubos contendo 20 mL
de caldo Proskauer-Beck modificado e esses tubos foram incubados a 36 + 1°C por
5-7 dias. Apoés esse periodo, foram adicionados aos tubos pérolas de vidro estéreis
para homogeneizagdo em agitador de tubos. Essa suspenséo 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 suspensao foi ajustada a 75% de transmitancia, no comprimento de onda de 650

nm, utilizando o mesmo meio de cultura. Essa suspensao bacteriana final foi
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utilizada para contaminar os cilindros de porcelana (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.4.3 Realizacdo do Método

A avaliacdo da eficacia dos desinfetantes a base de glutaraldeido, acido
peracético/perdéxido de hidrogénio e glucoprotamina foi verificada através do Método
Confirmatério para Avaliagdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes,
segundo a AOAC (TOMASINO, 2012) e o POP INCQS n° 65.3240.009 (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016). Quinze a vinte mL
da suspenséo bacteriana padronizada, anteriormente preparada, foram empregados
para contaminar 12 cilindros de porcelana durante 15 minutos. ApGs esse tempo, 0s
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 incubagéo para secar em estufa a 36 + 1°C durante 30 minutos. No ensaio
propriamente dito, apds a secagem dos cilindros, a intervalos de tempos de 1
minuto, cada um dos dez cilindros contaminados foi transferido, de forma
cronometrada, para cada um dos 10 tubos contendo 10 mL do desinfetante a ser
testado. Apés o tempo de contato recomendado pelo fabricante no rétulo, os
cilindros foram transferidos, obedecendo ao mesmo intervalo de tempo (1 minuto
entre cada transferéncia), para os 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 2 mL foram transferidos para dois meios de subcultura adicionais:
meio Middlebrook 7H9 (MD 7H9) e meio de Kirchners (K), distribuidos em porcdes
de 20 mL. 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 foram re-incubados por um tempo adicional de 30 dias (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).
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3.4.4 Controles

3.4.4.1 Controles dos meios de cultura

Controle da viabilidade dos meios de cultura PB, K, 7H9:

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. Apds esse tempo de incubacao, deve ocorrer
crescimento bacteriano caracteristico (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

Controle de esterilidade dos meios de cultura PB, K e 7H9:

A esterilidade dos meios de cultura foi verificada através da incubacao de um
tubo de cada meio de cultura, a 36 + 1°C por 60 — 90 dias, como descrito no
procedimento do ensaio. Nao deve ocorrer crescimento microbiano (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.4.4.2 Controles de esterilidade

Controle de 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. Ndo deve ocorrer crescimento
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microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2016).

Controle de esterilidade da agua purificada:

Uma aliquota de 0,2 mL de agua purificada utilizada para diluir o desinfetante
foi adicionada a um tubo contendo caldo Proskauer-Beck modificado e incubada a
36 £ 1°C por 60 — 90 dias, como descrito no procedimento do ensaio. N&o deve
ocorrer crescimento microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

Controle da 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 acima da
marcacdo da graduacédo e recolocado no tubo. Esse procedimento foi repetido trés
vezes e 0s tubos foram incubados a 36 + 1°C por 60 — 90 dias, como descrito no
procedimento do ensaio. Nao deve ocorrer crescimento microbiano (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

Controle de 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,
2016).
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Controle de esterilidade da solucdo de cloreto de soédio 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 80, utilizada no preparo da suspensdo bacteriana da cultura teste, 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. Nao deve ocorrer
crescimento microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE
EM SAUDE, 2016).

3.4.4.3 Contagem de bactérias viaveis nos cilindros carreadores

Paralelamente a realizacdo do ensaio, foram selecionados aleatoriamente 3
cilindros de porcelana contaminados da placa de Petri apdés secagem por 30
minutos. Cada carreador contaminado foi transferido para 10 mL de caldo
Proskauer-Beck e levado para um banho de ultrassom para sonicagdo por 10 min.
Apoés a sonicacdo, os tubos contendo os cilindros foram agitados por 1 min em
agitador de tubos. Depois da agitacdo, foram realizadas diluicbes seriadas dos
contetidos dos 3 tubos em 9 mL de caldo Proskauer-Beck. Aliquotas de 0,1 mL das
diluicbes foram semeadas em duplicata em agar Middlebrook 7H9 pela técnica do
espalhamento em superficie. As placas foram incubadas na posicao invertida a 36 +
1°C, durante 21-25 dias para M. bovis e 5 a 7 dias para M. abscessus subsp. bolletii.
ApGs o periodo de incubacéao, foi realizada a contagem das colbnias, sendo usadas
para os célculos as diluicdes que forneceram contagem de 0 a 300 colbnias. Para o
calculo do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL foi empregada a

seguinte equacéao:

UFC/mL = (média UFC dil. 10*) + (média UFC dil. 10*) + (média UFC dil. 10%)
10" + 10" + 107
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Foi feito um ajuste das diluicbes de acordo com o volume semeado (0,1 mL),
multiplicando por 10. Para o célculo do numero de UFC/carreador, o numero de
UFC/mL foi multiplicado pelo volume de caldo Proskauer-Beck usado para
sonicacdo de cada cilindro carreador (X 10, 10mL). Foi calculado o Logl0 da
densidade microbiana para cada cilindro carreador. O Log da densidade média entre
os carreadores foi o Log médio do ensaio. Este € a média geométrica da densidade
de microrganismos nos cilindros carreadores para cada ensaio, que devera ser de
pelo menos 4,0 e ndo passar de 6,0. Valor de média geométrica da densidade
inferior a 4,0 e superior a 6,0 invalida o ensaio, exceto em dois casos ndo ha
necessidade de reteste: quando o produto estiver satisfatério e a média geométrica
da densidade estiver acima de 6,0 e, quando o produto estiver insatisfatério e a
média geométrica estiver abaixo de 4,0 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE
DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.4.5 Leitura dos resultados

Foi 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, 2016).

3.4.6 Validacao do procedimento do ensaio

Os procedimentos do ensaio foram considerados validos quando os
resultados dos controles de esterilidade e viabilidade estavam conformes e quando o
logl0 da densidade microbiana média dos cilindros carreadores do ensaio foi no
minimo 4,0 e no maximo 6,0 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2016).
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3.4.7 Interpretacao dos resultados

O desinfetante deve ser capaz de matar o microrganismo 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. Esses resultados demonstram ser a diluicdo testada segura para a
desinfeccao pratica na presenca de micobactérias.

No caso de resultado insatisfatério, deve ser realizado um segundo ensaio
para confirmag&o. Um terceiro ensaio deve ser realizado caso os resultados dos dois
primeiros sejam diferentes. O resultado final serd aquele obtido em dois ensaios com
0 mesmo resultado (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2016).

3.5 TECNICA DE COLORACAO ZIEHL-NEELSEN

Esta técnica foi utilizada para confirmar a presenca de BAAR nos tubos com
crescimento bacteriano. Uma alcada do micro-organismo foi transferida para a
superficie de uma lamina limpa e desengordurada. Apds a secagem, o material foi
fixado por meio de quatro passagens lentas em chama de bico de Bunsen. A lamina
foi coberta com solucéo de fucsina fenicada e aquecida até a emissdo de vapores,
com cuidado para que néo fervesse. Apds esse procedimento, a lamina foi lavada
abundantemente com agua corrente e descorada com solucdo de &lcool-acido,
lavando novamente com agua corrente. Entdo, a lamina foi coberta 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).



34

4 RESULTADOS

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

4.1.1 Produto a base de Glutaraldeido a 2%

Foi realizada a avaliagcdo da atividade micobactericida de dois lotes diferentes
(Lote A e Lote B) de uma Unica marca do produto a base de Glutaraldeido a 2%. No
Lote A, o tempo de contato recomendado pelo fabricante era de 60 minutos. Ja no
Lote B, houve mudanca no registro do produto e o tempo de contato recomendado
foi alterado para 20 minutos. No ensaio para avaliacdo do Lote A utilizando M. bovis,
foi observado crescimento em um tubo de cada meio de cultura (Proskauer-Beck,
Kirchnners e Middlebrook 7H9). Além disso, o logaritmo da densidade microbiana
média dos cilindros carreadores (Log") foi de 4,40 e ficou dentro do intervalo
preconizado pela metodologia. Nao foi realizado um segundo ensaio porque nhao
havia quantidade suficiente do produto (Quadro 2).

Na avaliacdo da atividade micobactericida do Lote B frente a M. bovis, foi
utilizado o tempo de contato de 60 minutos, embora o preconizado pelo fabricante
fosse de 20 minutos. Como na avaliacdo do Lote A houve crescimento do
microrganismo apds exposi¢cdo ao produto por 60 minutos, optou-se por avaliar o
Lote B também com esse tempo. Se o produto ndo for capaz de eliminar o
microrganismo apés 60 minutos, provavelmente, também nédo o fara com o tempo de
contato de 20 minutos. No primeiro ensaio, foi observado crescimento em trés tubos
do caldo Proskauer-Beck e em um tubo do meio Middlebrook 7H9. No segundo
ensaio, o numero de tubos positivos aumentou, ocorreu crescimento em cinco tubos
do caldo Proskauer-Beck e em trés tubos do meio Middlebrook 7H9. Os resultados
de Log" para o primeiro e segundo ensaios foram 4,13 e 4,20; respectivamente
(Quadro 2).
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Em todos os ensaios, os controles de esterilidade e viabilidade foram
realizados e apresentaram resultados satisfatorios, conforme preconizado pela
metodologia.

De acordo com os dados apresentados no Quadro 1, na avaliagcdo da
atividade micobactericida do Lote A do produto a base de Glutaraldeido a 2%
utilizando M. abscessus subsp. bolletii, houve crescimento em todos os tubos de
meio de cultura do primeiro ensaio realizado. Porém, esses dados foram
considerados invalidos visto que os controles de esterilidade do soro de cavalo nos
meios de cultura (Proskauer-Beck, Kirchners e Middlebrook 7H9) deram positivo,
indicando contaminacgdo. Além disso, o valor de Log™ ficou acima do intervalo
preconizado (6,94), o que também invalidou o ensaio. Nos outros dois ensaios
realizados, foi observado crescimento em todos os 30 tubos de meio de cultura
empregados. Os resultados dos controles de esterilidade e viabilidade foram
satisfatorios nos dois ensaios, assim como, os valores de Log" ficaram dentro do
intervalo recomendado (5,87 e 5,75).

Para a avaliagdo da atividade micobactericida do Lote B utilizando M.
abscessus subsp. bolletii, foram realizados dois ensaios empregando o tempo de
contato de 20 minutos recomendado pelo fabricante e outros dois ensaios
empregando o tempo de contato de 60 minutos. Em todos os ensaios houve
crescimento nos 30 tubos de meio de cultura utilizados. Os resultados dos controles
de esterilidade e viabilidade foram satisfatorios nos quatro ensaios. Os valores de
Log™ para o primeiro e segundo ensaios (tempo de contato de 20 minutos) foram de
5,93 e 5,84, respectivamente. Para 0s ensaios nos quais o tempo de contato foi de

60 minutos, os valores de LogM foram 5,91 e 5,77 (Quadro 1).

4.1.2 Produto & base de Acido peracético e Peroxido de hidrogénio a 2%

O desinfetante contendo Acido peracético e Peroxido de hidrogénio a 2% foi
capaz de eliminar M. bovis nos dois ensaios realizados com tempo de contato de 30
minutos. Os resultados de Log™ foram satisfatérios para o primeiro experimento
(4,39) e para o segundo (4,12) (Quadro 2).
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O mesmo produto também foi eficaz frente ao M. abscessus subsp. bolletii.
N&o houve crescimento em nenhum dos tubos dos dois ensaios realizados. Os
valores obtidos para o Log" no primeiro e segundo ensaios (6,20 e 6,02;
respectivamente) ficaram acima do intervalo preconizado. Entretanto, os ensaios nao
foram considerados invélidos ja que a metodologia ndo recomenda o reteste quando
o produto estiver satisfatério e o Log" estiver acima de 6,0. Isso significa que o
desinfetante foi capaz de eliminar o microrganismo mesmo sendo testado com uma
carga bacteriana maior que a recomendada (Quadro 1).

Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram realizados e
apresentaram resultados satisfatérios, conforme preconizado pela técnica.

4.1.3 Produto a base de Glucoprotamina a 5%

No primeiro ensaio para a avaliacdo da atividade micobactericida do
desinfetante a base de Glucoprotamina a 5% utilizando M. bovis, foi observado
crescimento em dez tubos do caldo Proskauer-Beck e em um tubo do meio de
Kirchners. O valor de Log" foi de 4,53. No segundo ensaio, houve crescimento em
seis tubos do caldo Proskauer-Beck, um tubo do meio de Kirchnners e um tubo do
meio Middlebrook 7H9. O valor de Log" foi de 5,02 (Quadro 2).

Durante a avaliacdo da atividade micobactericida do produto utilizando M.
abscessus subsp. bolletii, houve crescimento em dez tubos de cada meio (Kirchners
e Middlebrook 7H9). O valor de Log" foi de 5,97. Os controles de esterilidade do
soro de cavalo nos trés meios de cultura empregados deram positivo, invalidando o
ensaio. Na repeticéo, foi observado crescimento em sete tubos do caldo Proskauer-
Beck, um tubo do meio de Kirchners e dois tubos do meio Middlebrook 7H9. O
ensaio também foi considerado invalido pois o Log" ficou acima do intervalo
determinado pela metodologia (6,01). No terceiro ensaio, houve crescimento em
cinco tubos do caldo Proskauer-Beck, dois tubos do meio de Kirchners e dois tubos
do meio Middlebrook 7H9. O valor de Log" foi de 5,58. No quarto ensaio, ndo foi
observado crescimento em nenhum tubo dos meios de cultura empregados. O valor
de Log" foi de 5,24. Um quinto ensaio foi realizado, alterando o tempo de contato do

microrganismo com o produto para 40 minutos, em vez do tempo recomendado pelo
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fabricante de 30 minutos. Neste Ultimo experimento, houve crescimento em dois
tubos do meio de Kirchners e dois tubos do meio Middlebrook 7H9. O valor de Log"
ficou dentro do intervalo recomendado (5,42) (Quadro 1).

Com excecao dos controles de esterilidade do soro de cavalo no primeiro
ensaio frente a M. abscessus subsp. bolletii, nos demais ensaios, 0s controles de
esterilidade e viabilidade foram feitos e apresentaram resultados satisfatorios,

condizente com o preconizado pela metodologia.



Quadro 1 Avaliagdo da atividade micobactericida

Mycobacterium abscessus subsp. bolletii INCQS 00594
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dos diferentes desinfetantes utilizando

Ensaios N° de tubos
M. positivos
abscessus Meios de cultura
subsp. MD
Produtos bolletti PB K | 7H9 Controles Log"
Nao conforme
(Positivo para
Glutaraldeido esterilidade do 6,94
u : Ensaio 1 10 10 10 soro de cavalo) | (Ndo conforme)
Lote A*
Ensaio 2 10 10 10 Conforme 5,87
Ensaio 3 10 10 10 Conforme 5,75
Glutaraldeido Ensaio 1 10 10 10 Conforme 5,93
*%
Lote B Ensaio 2 10 10 10 Conforme 5,84
Glutaraldeido Ensaio 1 10 10 10 Conforme 5,91
Lote B*
Ensaio 2 10 10 10 Conforme 577
Acido peracético 6,20
PE Ensaio 1 0 0 0 Conforme (Nao conforme)
e Peroxido de
hidrogénio 6,02
Ensaio 2 0 0 0 Conforme (Nao conforme)
Nao conforme
(Positivo para
esterilidade do
Ensaio 1*** 0 10 10 soro de cavalo) 5,97
Gl rotamin 6,01
ucoprotamina Ensaio 2*** 7 1 2 Conforme (N&o conforme)
Ensaio 3*** 5 2 2 Conforme 5,58
Ensaio 4*** 0 0 0 Conforme 5,24
Ensaio 5**** 0 2 2 Conforme 5,42

PB: Proskauer Beck; K: Kirchner;
M: Mycobacterium; LogM: Log da densidade microbiana média dos cilindros carreadores; * tempo de

contato de 60 minutos; ** tempo de contato de 20 minutos; *** tempo de contato de 30 minutos; ****

tempo de contato de 40 minutos.

MD 7H9: Middlebrook 7H9; UFC: unidades formadoras de coldnias;
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Quadro 2 Avaliagcdo da atividade micobactericida dos diferentes desinfetantes utilizando
Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau INCQS 00062

N° de tubos
positivos
Meios de cultura
Ensaios
Produtos M. bovis | PB K 7H9 Controles Log"
Glutara*ldeido
Lote A Ensaio 1 1 1 1 Conforme 4,40
Glutaraldeido Ensaio 1 3 0 1 Conforme 4,13
*
Lote B Ensaio 2 5 0 3 Conforme 4,20
Acido peracético e _
Peréxido de Ensaio 1 0 0 0 Conforme 4,39
hidrogénio Ensaio 2 Conforme 4,12
. Ensaio 1 10 1 0 Conforme 4,53
Glucoprotamina
Ensaio 2 6 1 1 Conforme 5,02

PB: Proskauer Beck; K: Kirchner; MD 7H9: Middlebrook 7H9; M: Mycobacterium; LogM: Log da

densidade microbiana média dos cilindros carreadores; * tempo de contato de 60 minutos.
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5 DISCUSSAO

Ao longo da ultima década, o numero de casos de infec¢cdes, em ambientes
hospitalares e clinicos, causadas por MNT de crescimento r4pido, principalmente, do
grupo Mycobacterium abscessus aumentou acentuadamente em todo o mundo
(GROOTE et al., 2014, LEE et al., 2015). As espécies de MCR mais relacionadas as
doencas no homem sdo M. abscessus, M. chelonae e M. fortuitum. Essas espécies
causam infec¢cdes em pessoas com fatores predisponentes ou imunocomprometidas
(SOUTO et al.,, 2012). Embora o complexo M. abscessus cause mais comumente
infeccbes pulmonares e infeccbes de pele e tecidos moles, também pode causar
doenca em quase todos os 6rgdos humanos. Essas infec¢des sao dificeis de tratar
devido a resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, o complexo M. abscessus
também é resistente a determinados desinfetantes (LEE et al., 2015).

Entre 2004 a 2008, no Brasil, ocorreram varios casos e surtos de infeccdes
pos-operatorias causadas por MCR, com mais de 2 mil casos notificados, a maioria
dos surtos foi relacionada a procedimentos cirlrgicos e estéticos, como
videocirurgias, lipoaspiracao, implantes de prétese mamaria e mesoterapia. O
aspecto comum foi a desinfeccdo de alto nivel com Glutaraldeido a 2% por 30
minutos, além de falhas nos processos de limpeza e desinfeccdo de artigos
meédicos. A fim de conter o surto, foram aplicadas medidas pela Anvisa como a
suspensao da esterilizacdo quimica por imersdo e o0 aumento das exigéncias para o
registro de desinfetantes e esterilizantes (SOUTO et al., 2012).

ApoOs as publicacbes por parte da Anvisa na tentativa de conter os surtos e as
modificacdes nas metodologias da AOAC, néo foi realizado um controle efetivo,
como, por exemplo, um programa de analise prévia, para verificar se as industrias
de saneantes estdo atendendo ao disposto nos regulamentos publicados. Por isso, é
essencial o monitoramento da qualidade de produtos desinfetantes de alto nivel
atualmente comercializados.

No presente trabalho, a cepa de referéncia M. abscessus subsp. bolletii
INCQS 00594 apresentou alta tolerancia aos dois lotes do desinfetante a base de
Glutaraldeido a 2% testados. Foi observado crescimento em todos os tubos dos
meios de cultura nos ensaios realizados. Essa cepa de referéncia € representante

do surto de infec¢des cirargicas que ocorreu em Belém em 2004 e se disseminou
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para outros estados do Brasil, sendo inserida na legislacdo referente a comprovacgéo
da eficacia de desinfetantes de alto nivel para artigos semicriticos, por meio da
Resolucdo RDC n° 51, de 21 de outubro de 2009 (BRASIL, 2009b).

Estudos anteriores utilizando teste em suspensdo mostraram que cepas de M.
abscessus subsp. bolletii de origem clinica pertencentes ao clone BRA 100
sobreviveram quando expostas a concentracdes crescentes de Glutaraldeido, com
tempo de contato de 30 minutos (LORENA et al., 2010) e quando expostas ao
Glutaraldeido a 2%, em um tempo de contato que variou de 30 minutos a 10 horas
(LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009). Essa alta tolerancia também foi evidenciada
em outro trabalho utilizando a metodologia da AOAC quando a cepa de referéncia
M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594 foi testada frente ao Glutaraldeido a 2%
(SOUTO et al., 2012). Este clone especifico, provavelmente, possui mecanismos
biolégicos de resisténcia ndo partilhados por outras cepas ou até mesmo por outras
espécies (LORENA et al., 2010).

No presente estudo, o produto a base de Glutaraldeido a 2% nao foi capaz
também de eliminar M. bovis cepa BCG Moreau INCQS 00062, cepa de referéncia
preconizada pela metodologia da AOAC. Outro estudo também demonstrou essa
ineficacia frente ao M. bovis (SOUTO et al., 2012). Ambos os trabalhos utilizaram o
método oficial de avaliacdo da eficacia de desinfetantes no Brasil. J& em estudos
utilizando o teste em suspensédo, M. bovis mostrou-se suscetivel ao Glutaraldeido
(LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009, LORENA et al., 2010). Essa diferenca nos
resultados obtidos pode ser explicada pelo tipo de metodologia empregada. O
método oficial preconiza o uso de carreador (cilindro de porcelana). No teste com
carreador, as bactérias se aderem a uma superficie, dificultando o acesso pelos
biocidas. No teste em suspensado, a acdo do produto analisado € facilitada pelo
contato direto com o microrganismo em uma suspensao homogénea (SOUTO et al.,
2012).

Apesar da proibicdo da esterilizagcdo quimica por imersdo pela Resolucao
RDC n° 8, de 27 de fevereiro de 2009, a desinfec¢cdo de alto nivel para artigos
semicriticos com Glutaraldeido continua liberada ja que esta norma néo se aplica ao
instrumental optico utilizado nos procedimentos endoscopicos (BRASIL, 2009a). O
Glutaraldeido ainda € largamente utilizado para este fim, porém, a tolerancia de
MCR e a toxicidade ocupacional pressionam por adocao de biocidas alternativos
(PSALTIKIDIS et al., 2014).
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O ideal seria a suspensao da desinfeccdo de alto nivel por produtos a base de
Glutaraldeido para diminuir a selecéo e disseminacéo das cepas tolerantes e o risco
de infeccdo hospitalar, visando a promocéo da saude da populacdo (SOUTO et al.,
2012).

Uma alternativa seria a utilizacdo de desinfetantes a base de Acido
peracético. Alguns estudos ja mostraram a eficacia desse produto frente a MCR na
desinfeccdo de alto nivel de equipamentos médicos (LORENA et al., 2010, SOUTO
et al., 2012). Esses estudos estdo em concordancia com os resultados apresentados
nesse trabalho, pois tanto M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594 quanto M.
bovis cepa BCG Moreau INCQS 00062 se mostraram sensiveis frente ao
desinfetante contendo Acido peracético e Peréxido de hidrogénio em sua
formulacao.

Como os instrumentais Opticos sdo equipamentos delicados e de alto custo,
h&4 o receio de se adotar novos desinfetantes, principalmente quando ndo ha
autorizacdo expressa dos fabricantes, podendo levar ao cancelamento da garantia
dos equipamentos. Muitos fabricantes recomendam apenas o uso de Glutaraldeido,
outros autorizam o uso de Acido peracético, contudo, de formulacdo e marca
especificas (PSALTIKIDIS et al., 2014).

O Glutaraldeido ainda € o desinfetante mais usado devido a alta
compatibilidade com todos os materiais e 0 baixo custo. Entretanto, sua acdo na
fixacdo de material organico pode levar a obstru¢cdo dos canais dos equipamentos,
caso nado seja realizada limpeza eficiente, favorecendo a formacédo de biofilme
(PSALTIKIDIS et al., 2014).

As principais desvantagens do Acido Peracético sdo o custo elevado e a
compatibilidade variavel, podendo ser corrosivo para algumas ligas e metais. Suas
vantagens sdo menor capacidade de fixacdo de proteina residual em relacdo ao
glutaraldeido e, como dito anteriormente, eficAcia micobactericida comprovada
(PSALTIKIDIS et al., 2014).

Outra alternativa seria a Glucoprotamina que ndo € corrosiva, é compativel
com a maioria dos instrumentos usados em hospitais e ndo é volatil, o que diminui o
risco de irritagdo para olhos, nariz e garganta. Ao contrario dos aldeidos, a estrutura
quimica da Glucoprotamina ndo promove a fixagcdo de proteinas na superficie dos
equipamentos (TYSKI et al., 2009, MEINKE et al., 2012, CHOJECKA et al., 2015).
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Existem alguns estudos mostrando a eficacia bactericida da Glucoprotamina
frente a cepas de referéncia e cepas clinicas multirresistentes, assim como, a
eficacia bactericida sem a prévia lavagem dos instrumentos (WIDMER; FREI, 2003,
TYSKI et al., 2009). Mas escassos sdo o0s estudos de avaliacdo da atividade
micobactericida desse ativo.

Os resultados deste trabalho mostram que a Glucoprotamina néo foi capaz de
eliminar M. bovis cepa BCG Moreau INCQS 00062. Um terceiro ensaio utilizando M.
abscessus subsp. bolletii INCQS 00594 com tempo de contato de 30 minutos seria
necessario jA que a metodologia preconiza dois ensaios com 0 mesmo resultado
para a obtencdo de um resultado final. Assim como, seria necessario um segundo
ensaio com o tempo de contato de 40 minutos.

Apesar dos resultados inconclusivos frente a M. abscessus subsp. bolletii
INCQS 00594, este trabalho mostrou certa tolerancia de M. bovis a Glucoprotamina.
Através de um teste de suspensdo quantitativo, um estudo mostrou a eficacia
micobactericida de um desinfetante contendo Glucoprotamina a 25% frente a MCL e
MCR, inclusive frente a amostras de M. chelonae resistentes ao glutaraldeido
(MEYER; KLUIN, 1999). No presente trabalho, também foi usada a Glucoprotamina
concentrada a 25%. Porém, de acordo com as instru¢des do fabricante o produto foi
diluido em agua para uma concentracdo de 5% para desinfeccédo de alto nivel. O
estudo utilizando o teste em suspensdo ndo apresentou a etapa de diluicdo do

produto o que pode explicar a diferenca nos resultados.
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6 CONCLUSOES

¢ O lote A do desinfetante a base de Glutaraldeido nao foi capaz de eliminar M.
bovis cepa BCG Moreau INCQS 00062 e nem M. abscessus subsp. bolletii
INCQS 00594 com tempo de contato de 60 minutos recomendado pelo
fabricante. O lote B da mesma marca também ndo foi capaz de matar os
microrganismos teste durante a avaliacdo da atividade micobactericida, nem

com o tempo de contato alterado para 20 minutos e nem com 60 minutos.

e O Glutaraldeido ainda é largamente utilizado na desinfec¢édo de alto nivel de
instrumental optico utilizado nos procedimentos endoscopicos, porém, €
necessaria a adocao de biocidas alternativos devido a tolerancia de MCR que

aumenta o risco de infec¢do hospitalar.

e Durante a avaliacdo da atividade micobactericida pelo método oficial, o
produto que contém Acido peracético e Peroxido de hidrogénio em sua
formulacdo mostrou-se eficaz frente a M. bovis cepa BCG Moreau INCQS
00062 e frente a M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594, o que pode

representar uma alternativa ao uso do Glutaraldeido.

e Na avaliacdo da atividade micobactericida do produto a base de
Glucoprotamina, foi observada tolerancia de M. bovis cepa BCG Moreau.
Porém, ensaios adicionais serdo necessarios para determinar a eficacia do
produto frente M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594.

e Para a promoc¢édo da saude da populacdo é fundamental o monitoramento da
qualidade de produtos desinfetantes de alto nivel atualmente registrados e

comercializados no pais.
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