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Ribeiro MM. O impacto da friccdo, solugdo de limpeza e subsequente desinfec¢do de alto
nivel na remog¢do de biofilme buildup-5 e de biofilme tradicional-5 em canais endoscopicos
gastrointestinais flexiveis. [tese]. Sdo Paulo: Escola de Enfermagem, Universidade de Sao
Paulo; 2016.
RESUMO

Introducéo: Biofilme consiste em um conjunto de microrganismos embutidos em uma matriz
extracelular. O biofilme tradicional (TBF) se desenvolve em locais com continua hidratacao, e
o biofilme buildup (BBF), em produtos para a satide expostos a repetidos ciclos de sujidade,
limpeza, desinfec¢dao e secagem. Objetivo: avaliar o impacto do uso de detergente e friccao
para remover biofilme buildup-5 (BBF-5) e biofilme tradicional-5 (TBF-5) de canais
endoscopicos gastrointestinais flexiveis, bem como o impacto do glutaraldeido apos a
limpeza. Métodos: O BBF-5 foi desenvolvido apds a exposicdo da superficie interna dos
canais de endoscopicos gastrointestinais ao Artificial Test Soil (ATS) contendo 10*UFC/ml de
Pseudomonas aeruginosa (PA) e Enterococcus faecalis (EF), limpeza, desinfeccdo de alto
nivel (DAN), enxdgue e secagem durante cinco dias. O mesmo processo foi utilizado para
desenvolver o TBF-5, porém a fase de DAN foi omitida. Limpeza com detergentes com
enzimas de pH neutro e detergentes sem enzimas com pH alcalino, escova com cerdas e
dispositivo de limpeza pull thru foram comparados a limpeza com agua e sem fricgdo para
remover o0 BBF-5 e o TBF-5. Testes de proteina e carboidrato, contagem de bactérias vidveis
e adenosina trifosfato (ATP) foram realizados. Teste de Kruskal-Wallis e analise de post hoc
Dunn-Bonferroni foram realizados. Resultados: Nao houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,05) entre a quantidade de EF e PA nos canais com TBF-5 e BBF-5. Nao
houve diferenca da eficacia para a remocao de PA em TBF-5 entre o detergente enzimatico e
a agua, em ambas as situacdes, a limpeza apenas nao foi eficaz (p>0,05) na auséncia de
fric¢do (flush). Por outro lado, o detergente alcalino, associado a todos os procedimentos de
limpeza (auséncia e presenca de fricgdo) e DAN, foi eficaz para remo¢ao de PA. Para a
remocao de EF em TBF-5, a eficacia da limpeza foi alcancada em todas situagdes avaliadas
(com e sem friccdo) com o uso do detergente enzimatico; com a agua, na presenga de fric¢ao
(pull thru e escovas de cerdas); e com detergente alcalino, apenas com o método de limpeza
com escovas de cerdas (p<0,05). Para a remocdo de bactérias em BBF-5, formados em canais
de PTFE, ndo houve diferenca da eficicia para a remog¢do de PA entre o detergente
enzimatico e o alcalino, em ambas situacdes, todos os procedimentos avaliados foram eficazes
(p<0,05), enquanto que a dgua foi ineficaz para remocao de PA apenas na auséncia de fric¢cao
(p>0,05). Para a remoc¢do de EF em BBF-5, o detergente enzimatico e a agua foram eficazes
em todas situacdes avaliadas; o detergente alcalino, foi eficaz na presenca de friccdo com o
dispositivo pull thru e escovas de cerdas (p<0,05). Testes de ATP, proteina e carboidrato
foram incapazes de detectar biofilme. Conclusio: Agua potével de torneira, detergente com
enzimas e detergente alcalino sem enzimas foram eficazes para a completa remog¢ao de BBF-5
e TBF-5 na presenca de friccdo (pull thru ou escova com cerdas) durante a limpeza. Na
auséncia de friccdo, detergente enzimatico apresentou maior habilidade para remover E.
faecalis de TBF-5 e BBF-5, detergente alcalino para remover P. aeruginosa e a d4gua nao foi
eficaz para a remog¢do de ambos microrganismos. Glutaraldeido destruiu bactérias
remanescente apos a maioria das combinagdes de limpeza avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: Biofilmes. Detergentes. Desinfec¢dao. Endoscopio. Fricgdo.



Ribeiro MM. The impact of friction, and cleaning solution and subsequent high-level
disinfection in removal cyclic buildup biofilm and cyclic biofilm on flexible endoscopic
gastrointestinal channels [thesis]. Sdo Paulo (SP), Brasil: Escola de Enfermagem,
Universidade de Sdo Paulo; 2016.

ABSTRACT

Background: Biofilm is the accumulation of microorganisms enclosed in an extracellular
matrix. Traditional biofilm (TBF) develops under continuous hydration whereas buildup
biofilm (BBF) develops on medical devices that are exposed to repeated cycles of soiling,
cleaning, disinfection and drying. Objetive: to evaluat the impact of detergent and friction on
BBF-5 and and TBF-5 removal from PTFE channels as well as the killing efficacy of
glutaraldehyde post cleaning. Methods: BBF-5 was developed by repeated rounds over five
days of exposure to bacteria, cleaning, high level disinfection (HLD), rinsing and drying of
the inner surface of new polytetrafluorethylene (PTFE) channels. Artificial Test Soil (ATS)
containing 10°CFU/ml of Pseudomonas aeruginosa (PA), and Enterococcus faecalis (EF)
was used for the bacterial exposure. The same process was used to develop TBF-5, however
the HLD step was omitted. Cleaning with enzymatic and alkaline detergents, bristle brush and
pull thru cleaner were compared to a water-flush only to determine BBF-5 and TBF-5
removal. The residual organic and microbial levels were tested using carbohydrate, and
protein assays as well viable count, and adenosine triphosphate (ATP) testing. Kruskal-Wallis
test and the post hoc Dunn-Bonferroni analysis were performed. Results: There was not a
statistically significant difference (p> 0.05) between the amount of EF and PA in the channels
with TBF-5 and BBF-5. There was not a difference in efficacy for the removal of PA in TBF-
5 between the enzymatic detergent and water and in both situations, only cleaning was not
effective (p>0.05) in the absence of friction (flush). Furthermore, the alkaline detergent,
associated with all cleaning procedures (absence and presence of friction) and DAN, was
effective for the removal of PA. For removal of EF in TBF-5, cleaning efficacy was achieved
in all procedures evaluated (with and without friction) with the use of enzymatic detergent;
with water in the presence of friction (pull thru and bristle brushes); and an alkaline detergent,
the only method of cleaning brushes with bristles (p<0.05). For the removal of bacteria in
BBF-5 formed on PTFE channels, there was not a difference in efficacy for PA removal of the
enzymatic and alkalyne detergent and in both situations, all procedures were evaluated
effective (p<0.05 ), while water was ineffective for PA removal only in the absence of friction
(p>0.05). For EF removal on BEF-5, the enzymatic detergent and water were evaluated
effective in all situations; alkaline detergent, was effective in the presence of friction with the
pull thru device and bristle brushes (p<0.05). ATP, protein and carbohydrate testing were
unable to detect biofilm. Conclusion: Tap water, enzymatic and alkaline detergent were
effective for complete BBF-5 and TBF-5 removal in the presence of friction (pull thru or
bristle brush) and a flushing pump during the cleaning. Without friction, enzymatic detergent
was more effective for EF removal of TBF-5 and BBF-5, alkalyne detergent was more
effective for PA removal and water was not effective for both types of bacterial removal.
Glutaraldehyde effectively killed the remaining microorganisms after some cleaning
combinations were tested.

KEYWORDS: Biofilms. Detergents. Disinfection. Endoscope. Friction.
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1. INTRODUCAO

A endoscopia gastrointestinal representa um importante recurso diagndstico e
terapéutico amplamente utilizado nos servigos de assisténcia a satde. Apos a realizagdo dos
exames de endoscopia gastrointestinal, os endoscopios tornam-se contaminados, interna e
externamente, por bactérias, fungos e virus das hepatites B e C (Chu, MCalister, Antonoplos,
1998; Alfa, DeGagne, Olson, 1999; Alfa et al., 2002; Ishino, Ido, Sugano, 2005; Obee et al.,
2005; e Barbosa, 2008). A carga microbiana pode variar de 10° a 10'® unidades formadoras de
colonias por mililitro - UFC/ml (Chu, MCalister, Antonoplos, 1998; Chu, Favero, 2000; e
Machado et al., 2006). O contato do endoscopio com a mucosa do trato gastrointestinal resulta
também na contaminagdo deste equipamento com matéria organica. Niveis de 115 ug/cm” de
proteina, 7,4 umol de fon sodio, 85 ug/cm” de hemoglobina, 29,1 pg/cm? de carboidrato, 299
nmol/cm? de billirrubina e 9.852 unidades/cm” de endotoxina foram detectados em eluidos dos
canais de suc¢do de endoscopios gastrointestinais apos o uso (Alfa, DeGagne, Olson, 1999).

Em virtude da multipla utilizacdo dos endoscopios gastrointestinais nos exames de
endoscopia, € preciso processar estes equipamentos adequadamente apds o seu uso, para que
se possa reduzir o risco de transmissdo cruzada de microrganismos (Beillenhoff et al.,
European Society of Gastrointestinal Endoscopy (ESGE) Guidelines Committee, 2008).

O protocolo de processamento dos endoscopios gastrointestinais devera contemplar as
seguintes etapas: pré-limpeza, transporte, teste de vedagdo, limpeza, enxague, secagem,
inspe¢do ou teste de limpeza, desinfec¢ao de alto nivel (DAN) ou esterilizagdo, monitoriza¢ao
do processo, enxague para remog¢ao de desinfetante quimico, secagem, flush com alcool 70%,
secagem e armazenamento (Sociedade Brasileira de Enfermagem em Endoscopia
Gastrointestinal - SOBEEG, 2005; Centers for Desease Control and Prevention - CDC,
2008a; Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008; American Society for
Gastrointetinal Endoscopy - ASGE; Society for Healthcare Epidemiology of America -
SHEA, 2011; British Society of Gastroenterology - BSG, 2014; American National Standards
Institute - ANSI/Association for the Advancement of Medical Instrumentation - AAMI, 2015;
e Association of Perioperative Registered Nurses - AORN, 2016). A instilacdo de alcool a
70% p/v, seguida por secagem com ar comprimido, no interior dos canais endoscopicos
gastrointestinais, ao final do turno de trabalho, ¢ fortemente recomendada, com o objetivo de
reduzir o risco de recontaminacdo dos canais por microrganismos da 4gua e otimizar a

secagem (SOBEEG, 2005; CDC, 2008a; ASGE; SHEA, 2011).



20

A existéncia de protocolos direcionados ao processamento dos endoscopios
gastrointestinais nos servicos de endoscopia ndo garante que as recomendacdes neles descritas
sejam seguidas rigorosamente pelos profissionais responsaveis por este processo. Falhas na
limpeza e na desinfeccdo dos endoscopios gastrointestinais resultaram na contaminagdo de
84,6% (33/39) de colonoscopios e de 80,6% (50/62) de gastroscopios, mesmo diante da
existéncia de procedimentos operacionais padrdo em 80,0% (30/37) dos servicos de
endoscopia investigados em uma capital brasileira (Ribeiro et al., 2013).

Dentre os tipos de microrganismos ja recuperados nos endoscopios gastrointestinais
apds o processamento, citam-se: Mycobacterium chelonae, Mycobacterim fortuitum,
Mycobacterium kansasii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Bacillus spp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Serratia marcescens, Proteus mirabilis,
Citrobacter freundii, Micrococcus luteus (Rejchrt et al., 2004; Lee et al., 2004; Machado et
al., 2006; Vergis et al., 2007; Barbosa, 2008; Ribeiro et al., 2013) e RNA do virus da hepatite
C (Bisset et al., 2006). A eliminacdo incompleta desses microrganismos da superficie externa
e interna dos endoscoOpios gastrointestinais apds o processamento atesta que a desinfec¢ao de
alto nivel ndo foi atingida, pois ap0s este processo espera-se eliminar bactérias vegetativas,
fungos, micobactérias e virus envelopados e ndo envelopados (Spaulding; Emmons, 1958).

A presenga de microrganismos, sensiveis ou multirresistentes a antimicrobianos, nos
endoscoOpios gastrointestinais apds o processamento confere risco de transmissdo cruzada de
microrganismos aos pacientes, podendo resultar em colonizagdo, quadros infecciosos e mortes
(Spach, Silverstein, Stamm, 1993; Kimmey et al.,1993; Cowen, 2001; Aumeran et al., 2010;
Carbone et al., 2010; Bajolet et al., 2013; Kovaleva et al., 2013; Alrabaa et al., 2013; Epstein
et al., 2014; Food and Drug Administration (FDA), 2015). A taxa de transmissdo de
microrganismos relacionada a endoscopios gastrointestinais contaminados apds o
processamento encontra-se entre 30 e 40% (Carbone et al., 2010; Epstein et al 2014). Em
2016, endoscopios gastrointestinais foram apontados como a principal tecnologia da satde
capaz de oferecer risco ao paciente, devido a possibilidade de disseminacdo de patdgenos
fatais resultante da limpeza inadequada destes equipamentos antes da desinfeccao (Emergency
Care Research Institute (ECRI), 2015).

Como forma de evitar ou reduzir o risco de transmissdo cruzada de microrganismos
entre os pacientes que realizam a endoscopia gastrointestinal, a adesdo rigorosa a todas as
etapas do processamento ¢ de grande importancia para o alcance da efetividade de todo o

processo, sendo cruciais as fases da limpeza e secagem (SOBEEG, 2005; CDC, 2008a;
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Ofstead et al., 2010; ASGE; SHEA, 2011; Ribeiro et al., 2013; Alrabaa et al., 2013; BSG,
2014; ANSI/AAMI, 2015; e AORN, 2016).

Entretanto, estudos demonstraram inobservancias aos protocolos de limpeza dos
endoscopios gastrointestinais pelos profissionais responsaveis pelo processamento, por
exemplo: utilizagdo inadequada do detergente enzimatico no que diz respeito ao controle da
temperatura da solucdo e ao tempo de imersdo do endoscopio; ndo preenchimento dos canais
com a solugdo de limpeza ou preenchimento sem o uso de adaptadores; ndo fric¢do dos canais
ou frequéncia indefinida da fric¢do; e utilizacdo das escovas de limpeza de forma inadequada
ou por tempo indefinido (Alfa et al., 2002; Machado et al., 2006; Barbosa, 2008; e Ribeiro et
al., 2013).

Embora se reconhega a extrema importancia da adesdo aos protocolos de limpeza dos
endoscopios gastrointestinais, a limpeza rigorosa dos duodenoscopios antes da desinfeccao de
alto nivel (DAN) deve reduzir o risco de infec¢do, porém nao o elimina (ASGE, 2015). Isso
ocorre porque os endoscopios gastrointestinais recebem alta pontuagdo de risco no que diz
respeito a dificuldade para realizar a limpeza, em decorréncia do design complexo, com
canais, longos e estreitos, que ndo podem ser vistos nem desmontados (Graziano et al., 2006).
Estas caracteristicas inerentes a estes equipamentos, a ndo adesdo dos profissionais aos
protocolos de limpeza e alteragdes de integridade da superficie interna dos canais
endoscopicos gastrointestinais, em consequéncia aos multiplos usos, podem contribuir para a
retencdo de matéria organica e de microrganismos em seu interior, bem como para a
consequente formacao de biofilme (Pajkos, Cossart, Vickery, 2004).

O biofilme formado no interior dos canais endoscopicos ¢ denominado biofilme
buildup (BBF), o qual oferece maior desafio a remo¢do que o biofilme tradicional (Alfa;
Howie, 2009; e Zhong et al., 2009). A remocdo de BBF dos canais endoscopicos
gastrointestinais pode ser impossivel mesmo apds varios procedimentos de limpeza e DAN,
sendo necessario a troca do canal endoscépico para a resolugdo do problema (Quiu et al.,
2015). Enquanto o biofilme tradicional desenvolve durante uma hidratacdo continua, o BBF
forma apds varios ciclos de exposi¢do a secrecdes do paciente, limpeza, desinfecciao de alto
nivel, enxdgue e secagem. Este processo “ciclico” resulta em gradual acimulo e fixagdo de
material organico com microrganismos em seu interior (Alfa, Howie, 2009; e Zhong et al.,
2009).

Como forma de prevenir ou dificultar a formacdo do BBF, torna-se necessario
proceder a uma limpeza rigorosa, a friccdo dos canais e a utilizacdo de uma solugdo de

limpeza validada para o uso em endoscopios gastrointestinais. As instrugdes dos fabricantes
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destes equipamentos e os guidelines de limpeza e desinfeccdo dos endoscopios
gastrointestinais enfatizam a necessidade de realizar a friccdo de todos os canais (SOBEEG,
2005; CDC, 2008a; ASGE; SHEA, 2011; BSG, 2014; ANSI/AAMI, 2015; e AORN, 2016).
Entretanto, hé canais, como os de ar e 4gua, em que o design (didmetro interno e bifurcacao
do canal) ndo permite que dispositivos de friccdo, como as escovas de cerdas, sejam utilizadas
durante a limpeza. Dessa forma, este canal apenas pode ser limpo utilizando flush de
detergente e agua (Ribeiro, Oliveira, 2012; e Ribeiro et al., 2013). De outro lado, ha
processadoras automatizadas de endoscopios que eliminam a necessidade de limpeza manual
(incluindo a friccdo dos canais) antes da DAN (Alfa, DeGagne, Olson, 2010; e Pineau,
Phillipe, 2013). Entretanto, a eficacia dessas processadoras automatizadas ndo tem sido
avaliada no que diz respeito a remog¢ao de BBF.

Historicamente, o detergente enzimatico foi recomendado nos guidelines como a
melhor solugdo de limpeza para os endoscopios gastrointestinais (SOBEEG, 2005).
Guidelines atuais ndo especificam a obrigatoriedade do uso do detergente enzimatico, mas
recomendam o uso de uma solucdo de limpeza aprovada pelos fabricantes dos endoscopios
(Beilenhoff et al., ESGE Guideline Committee 2008; ASGE, 2011; BSG, 2014; AORN,
2016).

Diante da auséncia de estudos que avaliaram o impacto da fric¢do na remocao de BBF,
com diferentes dispositivos de limpeza mecanica, e da escassez de pesquisas que avaliaram a
acao de diferentes solucdes de limpeza também com este objetivo, esta pesquisa se propos
avaliar estes aspectos, assim como a habilidade do glutaraldeido em matar bactérias dentro de
biofilme apds os procedimentos de limpeza realizados. As hipoteses deste estudo foram: 1)
Friccdo ¢ necessaria para remover biofilme desenvolvido em canais endoscOpicos
gastrointestinais, mesmo quando flush com métodos de pressdo sdo realizados; 2) Detergente
com enzimas e¢ de pH neutro ndo ¢ mais efetivo do que detergente sem enzimas e com pH
alcalino; 3) Glutaraldeido ndo é capaz de matar bactérias apds o desenvolvimento de biofilme.

Considera-se que a avaliagdo do impacto de novas tecnologias e métodos de limpeza
jé consolidados e utilizados na pratica mas ainda ndo testados no que diz respeito a remog¢ao
de biofilme ¢ de grande importancia. Isto possibilita que o profissional possa se amparar em
praticas baseadas em evidéncias em suas rotinas didrias relacionadas ao processamento dos
endoscopios gastrointestinais. Espera-se que esta pesquisa permita o conhecimento de
possiveis lacunas que precisam ser resolvidas nestes processos, para que se possa contribuir

para a seguranga ao paciente que se submete a endoscopia gastrointestinal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da friccdo, da solucdo de limpeza, e da subsequente desinfeccdo de
alto nivel na remocao do biofilme buildup-5 (BBF-5) e do biofilme tradicional-5 (TBF-5), em

canais endoscopicos gastrointestinais flexiveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Desenvolver um processo de formagdo biofilme misto nos canais endoscopicos
gastrointestinais que simule o biofilme buildup formado nestes equipamentos.

* Comparar o impacto da auséncia de fric¢do (apenas flush) e friccdo dos canais
endoscopicos gastrointestinais, com escovas de cerdas e dispositivos de limpeza pull
thru, na remog¢ao de BBF-5 e TBF-5, com o uso de detergente neutro com enzimas,
detergente alcalino sem enzimas e 4gua de torneira.

* Verificar a acdo desinfetante do glutaraldeido a 2.6% apods a limpeza de canais

endoscopicos gastrointestinais contaminados com BBF-5 e TBF-5.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. TIPOS E ESTRUTURA DOS ENDOSCOPIOS GASTROINTESTINAIS

Cerca de 10.8 milhdes de endoscopias gastrointestinais sdo realizadas nos Estados
Unidos anualmente para fins diagnosticos e terapéuticos (Kovaleva et al., 2013).

Colonoscopios, gastroscopios e duodenoscopios sdo os principais equipamentos
utilizados para a realizacdo da endoscopia gastrointestinal. Os colonoscopios sdo empregados
para realizagdo de exames no trato gastrointestinal baixo; os gastroscopios, no trato
gastrointestinal alto; e os duodenoscopios alcangam as vias biliares.

Desde o inicio da realizagdo dos exames endoscdpicos gastrointestinais, em 1868,
diversos avangos ocorreram na conformacado estrutural desses equipamentos. No inicio, eram
de conformagao rigida; em 1932, surgiu no mercado o primeiro duodenoscopio com tubo de
inser¢do semiflexivel e uso de lentes; e, em 1957, foi produzido o primeiro aparelho de fibra
Optica com o tubo mais flexivel (Sociedade Brasileira de Endoscopia Digestiva - SOBED,
2000), definido como fibroscopios. H4, também, disponiveis no mercado os videoendoscopios
gastrointestinais, que permitem a captacdo de imagens do trato digestorio, por meio de uma
microcamera ou de um sensor presente no equipamento.

Os avangos tecnoldgicos direcionados aos endoscopios gastrointestinais flexiveis,
permitindo captagdes e registros de imagens mais acuradas e a reducdo de complicagdes
traumaticas para o paciente, devido a menor resisténcia produzida durante a inser¢do dos
endoscopios gastrointestinais flexiveis ao se comparar com os endoscopios de conformagao
rigida (CDC, 2008a; Costa Junior, 2009), foram acompanhados por uma maior complexidade
estrutural nos equipamentos. Os endoscopios gastrointestinais sao compostos, basicamente,

por trés partes: o tubo de insercdo, a cabeca e o corddao umbilical (Figura 1).
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Figura 1 - Partes do endoscopio gastrointestinal flexivel: cabeca, tubo de insercio e
cordiao umbilical.

Cordéao umbilical

Tubo de inser¢ao

Cabeca

inser¢ao

Fonte: Disponivel em: www.olympuslatinoamerica.com/portuguese/msg/msg_product
detail port.asp?d=1&s=4&c=16&g=2087. Acesso em: 22 Jun 2016.

O tubo de insercdo do endoscopio gastrointestinal flexivel, introduzido no sistema
digestorio do paciente para a realizagcdo do exame, ¢ formado por longos e estreitos canais,
como os de ar/agua, os de succao/biopsia e os de fibra oOtica (Figura 2, 3 e 4). A disposicao e a
conforma¢do dos canais de ar e de 4gua podem diferir entre os diversos equipamentos e
marcas de endoscopios gastrointestinais. Podem ser canais distintos, que finalizam em locais
diferentes da parte distal do tubo de inser¢do (Figura 3); ou canais que iniciam como distintos,
porém finalizam como um tunico canal (Figura 4). O ar introduzido pelo canal de ar tem por
finalidade promover a distensdo do 6rgdo analisado. A dgua injetada pelo canal de agua
realiza a limpeza da lente e do 6rgdo examinado, para melhor visualizagdo. As secreg¢des do
trato gastrointestinal do paciente sdo aspiradas pelos canais de succ¢do/bidpsia e neles sdo
introduzidos instrumentos, como as pingas de bidpsia, as quais sdo inseridas estéreis, pela
valvula de biopsia presente no tubo insercao (Figura 4). As fibras Opticas sdo responsaveis

pela conducdo de luz e da imagem.

Parte distal do tubo de
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Figura 2 — Componentes internos do tubo de insercio do endoscopio
gastrointestinal flexivel — imagem real .

Canal sucgdo/
bidpsia

Fonte: Acervo do autor.

Figura 3 - Componentes do tubo de inser¢io do endoscopio gastrointestinal flexivel —

imagem esquematica.

Canal de agua Feixe de fibra optica

Canal de ar

Capa externa

Canal succ@o/bidpsia

Fontes de luz de fibra optica

Fonte: Kovaleva et al., 2013.
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Figura 4 - Constituintes basicos dos endoscopios gastrointestinais flexiveis.

Valvula de sucgdo
““Valvula de ar/agua

»
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x

Valvula de biopsia
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Abertura distal

—_—
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Cordéao umbilical

™ Canal sucgio/biopsia ™ Canal de dgua
¥ Canal de ar

Tubo da garrafa de dgua

Conector da
fonte de luz

Conexao de
succao

Fonte de luz

Bomba
de ar

Garrafa de
agua

Fonte: Olympus Keymed UK Ltd. In: BSG, 2014, traduzido.
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A cabeca do endoscopio gastrointestinal ¢ composta pelas valvulas de ar/dgua e de

succdo, que permitem controlar a inser¢ao de ar ou dgua e a suc¢do de liquidos do interior dos

orgdos do trato gastrointestinal, respectivamente. O comando de controle, manuseado pelo

endoscopista durante o exame endoscdpico gastrointestinal, tem por objetivo alterar a dire¢ao

da parte distal do tubo de insercdo, permitindo a visualizagdo do 6rgdo analisado, por diversos

angulos, e a focalizagdo da imagem (Figura 5). De acordo com orientagdes de um dos

fabricantes de endoscopios gastrointestinais, a pressdo de aspiracao necessita ser de 53 kPa ou

menos.

Figura 5 — Partes da cabeca do endoscopio gastrointestinal flexivel.

Comando de controle

Fonte: Acervo do autor.

Valvula de sucgdo

| Valvula de ar/agua
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O cordao umbilical do endoscopio gastrointestinal consiste na outra parte do
equipamento, a qual, embora ndo seja inserida ou ndo entre em contato direto com a mucosa
do trato gastrointestinal, também apresenta em seu interior os canais de ar/dgua e de succao
(Figura 4).

Para iniciar o procedimento endoscOpico gastrointestinal, a parte distal do cordao
umbilical deverd ser conectada ao processador (Figura 6), fornecido pelo fabricante do
endoscopio. Antes de conectar ou desconectar o endoscopio gastrointestinal do processador, a
fonte de alimentacdo de energia do processador deve ser desligada. Para ligar novamente a
fonte de alimentacdo, ¢ necessario aguardar cinco segundos. Apds a conexdo do endoscopio
no processador e o acionamento das fontes de alimentacdo, seguindo-se todas orientagdes do
fabricante, as imagens dos orgdos analisados durante os exames de endoscopia, capturadas
por uma camera localizada na parte distal do tudo de inser¢do (videoendoscopios), podem ser

visualizadas em um monitor (Figura 6).

Figura 6 - Processador e monitor para a realizacio da endoscopia gastrointestinal.

Monitor utilizado para visualizagdo do
6rgdo analisado durante a endoscopia
gastrointestinal

Processador - local de conexdo da parte do
corddo umbilical do endoscopio

Fonte: Acervo do autor

Outros dois procedimentos que também precisam ser realizados antes de ligar as
fontes de alimentac¢do (do processador, da fonte luminosa e do carrinho), dizem respeito a

conexao do reservatorio de agua ao endoscopio gastrointestinal, que € interligada por um tubo
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com lumen (Figura 4 e 7); e conexdo da unidade de aspiracdo ao endoscopio gastrointestinal,

que também ¢ interligada por um tubo de aspiragdo de latex (Figura 4 e 8).

Figura 7 — Conexio da garrafa de agua ao endoscopio gastrointestinal.

Reservatorio para
abastecimento de agua

Tubo conectado ao
reservatorio de
agua

Endoscopio
gastrointestinal (parte
do corddo umbilical)

E ’ Conector do tubo do

reservatorio de dgua
Fonte: Acervo da autora. g

Figura 8 — Conexio do tubo de aspiracio ao cordiao umbilical do endoscopio
gastrointestinal flexivel.

Cordéao umbilical

Tubo de aspiragdo

Frasco de aspirag¢do

Fonte: Acervo da autora.
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3.2 RECOMENDACOES PARA A LIMPEZA DO ENDOSCOPIO
GASTROINTESTINAL FLEXIVEL

Apo6s o uso dos endoscopios gastrointestinais, recomenda-se a ado¢do dos seguintes
passos durante a limpeza do equipamento: diluicdo da solugdo de limpeza conforme
orientacdes do fabricante (se a solu¢dao ndo for de pronto-uso), pré-limpeza e teste de vedagao;
transporte para a sala de limpeza; imersdo do endoscopio em solu¢do com detergente,
respeitando as recomendacdes do fabricante (dilui¢do, tempo de exposicdo e temperatura da
solu¢do); insercdo do detergente no interior dos canais endoscopicos; escovagdo dos canais;
friccdo da superficie externa; enxdgue das superficies interna e externa; secagem e inspe¢ao
ou teste de limpeza (SOBEEG, 2005; Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008;
CDC, 2008a; ASGE; SHEA, 2011; BSG, 2014; e AORN, 2016).

3.2.1 Pré-limpeza

A pré-limpeza tem por objetivo remover a sujidade grosseira dos endoscopios
gastrointestinais, para que nao se fixe as superficies interna e externa desses equipamentos e
ndo comprometa as demais etapas do processo de descontaminagdo (SOBEEG, 2005;
Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008; ASGE; SHEA, 2011; ¢ Brasil, 2013).

A pré-limpeza deve ser realizada imediatamente apos o término do procedimento
endoscdpico, ainda na sala de exames, em geral, com o equipamento conectado a fonte de luz.
A realizacdo da pré-limpeza apos 24 horas de exames de gastroscopia foi apontada como
possivel causa de transmissdo de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos
produtora de f-lactamase (Naas et al.,, 2010). Essa etapa ¢ realizada pelo médico
endoscopista, que, ao retirar o equipamento endoscopico do paciente, precisa remover a
sujidade grosseira da superficie externa do endoscopio gastrointestinal, utilizando uma gaze
ou compressa umedecida em solucdo detergente apropriada (SOBEEG, 2005; Beillenhoff et
al., ESGE Guidelines Committee, 2008; ASGE; SHEA, 2011); aspirar, aproximadamente
250ml de detergente pelo canal de succdo/bidpsia; e pressionar a valvula de agua por,
aproximadamente, 15 segundos, para evitar a obstru¢do do canal de ar/agua (SOBEEG, 2005).
Os guidelines europeu e o americano recomendam a aspira¢do de abundante volume de
detergente pelo canal de succdo/bidpsia, porém ndo descrevem o volume adequado

(Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008; ASGE; SHEA, 2011).
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Ao término desta etapa, o endoscopio gastrointestinal deve ser desconectado da fonte
de luz, a tampa de protecdo da parte elétrica deve ser conectada ao endoscopio e o
equipamento deve ser encaminhado a sala de limpeza, acondicionado em um recipiente
fechado, para evitar contaminagdo cruzada, e de forma que evite causar danos estruturais nos
equipamentos (SOBEEG, 2005; Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008;
AAMI, 2015). O endoscopio gastrointestinal deve ser transportado umido para a sala de
limpeza. Nao se recomenda o transporte deste equipamento submerso em solu¢do devido o

risco de respingos e de infiltragdo antes do teste de vedagao (AORN, 2016).

3.2.2 Teste de vedacao

O teste de vedagdo deve ser realizado assim que o equipamento chega a sala de
limpeza, apos cada procedimento, e antes da imersdo do endoscopio na solugdo de limpeza. A
realizacdo deste teste objetiva verificar a presenca ou ndo de alteragcdes de integridade das
superficies interna e/ou externa do endoscépio. Na vigéncia de alteragdes, evidenciadas por
meio de algum sinal de vazamento ou escape, a limpeza ndo deve ser realizada, pois a imersao
em agua, solucdo de limpeza ou desinfetante podera danificar o equipamento. Nesta situagao,
o endoscopio precisa ser colocado em um saco de plastico limpo, identificado como nao
desinfetado, acondicionado em uma maleta propria que acomode corretamente a fibra Optica
flexivel e encaminhado para a manutencdo (SOBEEG, 2005; Beillenhoff et al., ESGE
Guidelines Committee, 2008) o que oferece risco ocupacional ao profissional responsavel pela
manuten¢do dos endoscopios gastrointestinais.

O teste de vedacao deve ser realizado da seguinte forma: a) conectar o aparelho de
teste de vedag@o ao endoscopio gastrointestinal que serd processado; b) imergir a ponta distal
do tubo de inser¢do em um recipiente contento agua e inserir lentamente todo o endoscopio;
c) com o manometro fechado, fornecido pelo fabricante, insuflar a pera até a pressdo do ar
atingir a marca de limite definida pelo fabricante e; d) realizar as manobras do equipamento
para direita e para a esquerda, para cima e para baixo, observando a presenca de escape de
bolhas de ar e/ou a queda da pressio no medidor do teste de vedagdo. Na auséncia de
constatacdo de alteracdes de integridade do endoscdpio gastrointestinal, o tubo descompressor
deve ser conectado ao equipamento, para a retirada de ar. Finalizado o teste de vedagdo e
constada a auséncia de alteragdes de integridade, o processo de limpeza propriamente dito

pode ser iniciado (SOBEEG, 2005).
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3.2.3 Limpeza

A limpeza do endoscopio gastrointestinal deve ocorrer no menor intervalo de
tempo possivel apds a realizagdo da pré-limpeza (Brasil, 2013), antes da desinfec¢do de alto
nivel manual ou automatizada. A limpeza ¢ uma etapa critica do processamento do
endoscopio gastrointestinal, pois requer do colaborador a realizacdo de uma diversidade de
detalhes, o que poderdo comprometer o resultado esperado de todas as etapas subsequentes
caso ndo seja realizada adequadamente.

Para iniciar o processo de limpeza, o endoscopio gastrointestinal deve ser desmontado,
com a retirada das valvulas de ar/dgua e de succdo. As valvulas e o equipamento endoscopico
deverdo ser imersos completamente na solucdo de limpeza compativel com endoscopio, de
acordo com as instru¢des do fabricante (Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee,
2008; ASGE; SHEA, 2011; Brasil, 2013; BSG, 2014; e AORN, 2016).

Ha no mercado detergentes alcalinos com e sem enzimas, que podem ser utilizados
como solucdo de limpeza dos endoscOpios gastrointestinais. O detergente enzimatico
representa a solu¢do de limpeza de escolha na maioria dos servicos de endoscopia
gastrointestinal (Ribeiro, 2011). Para que a sua acdo seja assegurada, € preciso garantir que as
recomendacdes do fabricante em relagdo a temperatura, tempo de exposi¢cao do equipamento a
solug¢do de limpeza e concentracdo sejam adotadas. A solugdo deve ser descartada apos cada
uso (Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008; ASGE; SHEA, 2011; Brasil,
2012; AAMI, 2015; AORN, 2016). Microrganismos podem replicar em solugdo de detergente
enzimatico, em temperatura ambiente (Alfa, Howie, 2009).

Apds imergir o endoscopio gastrointestinal na solu¢do de limpeza, todos os canais
endoscopicos gastrointestinais devem ser preenchidos com a solugdo (Beillenhoff et al.,
ESGE Guidelines Committee, 2008; ASGE; SHEA, 2011; Brasil, 2012; AAMI, 2015; AORN,
2016). Os fabricantes dos endoscopios gastrointestinais recomendam que adaptadores,
fornecidos por eles, devem ser conectados as “portas” das valvulas de ar/dgua e de succ¢ao.
Com o auxilio de uma seringa de 20ml, as solu¢des de limpeza e dgua para o enxdgue devem
ser inseridas dentro dos canais endoscépicos (Figura 9).

O uso dos adaptadores tem por finalidade assegurar de que toda a solu¢do de limpeza
penetrou pelos canais endoscOpicos gastrointestinais. Isso comprova que toda a superficie
interna desses canais foi exposta a esta solucdo. Dessa forma, a degradagdo ou a fragmentacao
da matéria organica e inorganica, presentes nessa superficie apds os exames de endoscopia,

podem ser facilitadas.
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Figura 9 — Adaptadores utilizados para o preenchimento dos canais endoscopicos
gastrointestinais com solu¢des de limpeza e agua para o enxague.

Al v

Fonte: Acervo da autora. a: Adaptador por completo; b: Parte do adaptador que é conectado a valvula de ar/agua
€ succao.

Sistemas automatizados, compativeis com os endoscopios gastrointestinais, também
pode ser utilizados para o preenchimento dos canais endoscopicos com as solugdes (AORN,
2016). Pistolas com agua e detergente sob pressdo estdo disponiveis no mercado e sao
utilizadas pelos profissionais dos servigos de endoscopia com esta finalidade (Ribeiro, 2011).
Porém, alguns modelos de pistolas ndo foram validados para a limpeza especifica dos
endoscopios  gastrointestinais e outros, embora estejam registrados por Orgdo
regulamentadores como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), nao
apresentam testes de eficacia e/ou efetividade da limpeza disponiveis ao consumidor.

Lavadoras automatizadas para endoscopios flexiveis também se encontram disponiveis
no mercado. Seu mecanismo de acdo estd pautado no bombeamento pulsante da solugdo de
limpeza, da dgua para o enxague e do ar para secagem no interior dos canais endoscopicos.
Uma das vantagens apontadas por alguns fornecedores e descrita em registros de Orgaos
regulamentadores ¢ que este sistema pulsante simula o atrito da escovagdo quando se utiliza o
método manual. Entretanto, da mesma forma que as pistolas, evidéncias cientificas que
comprovem a eficicia e/ou efetividade da limpeza dos canais endoscOpicos com algumas
lavadoras automatizadas ndo se encontram disponiveis, embora tenham sido registradas em
orgdos regulamentadores.

Apos a exposicdo dos endoscopios gastrointestinais a solucao de limpeza, a superficie

interna e externa desses equipamentos precisam ser submetidas a acdo mecanica, de forma
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manual, com uso de escovas, assim como as valvulas de ar/agua e suc¢do (Beillenhoff et al.,
ESGE Guidelines Committee, 2008; ASGE; SHEA, 2011; Brasil, 2013).

Escovas e esponjas suaves adequadas devem ser utilizadas para friccdo do endoscopio
gastrointestinal. Diversos tipos de escovas encontram-se disponiveis no mercado, citando-se:
pull thru, escova com trés cabegas, escova de uso unico de uma cabeca e reusaveis (Figura

10).

Figura 10 — Dispositivos de limpeza dos canais endoscopicos gastrointestinais.

A \ 4‘_\_3__,&_1-_———‘ I

Fonte: Charlton, 2007. A: escova Pull thru; B: Escova de trés cabecgas; C: escova de uso tnico de
uma cabecga e; D: escova reutilizdvel. Escovas semelhantes as representadas em B e C, também
podem ser encontradas nas versdes descartaveis.

As escovas pull thru sdo descartaveis. Elas apresentam discos de silicone em sua
estrutura, o que as torna adaptaveis aos diversos tamanhos dos canais endoscOpicos
gastrointestinais. Estudo experimental demonstrou a eficacia deste dispositivo para a limpeza
de canais de suc¢do/bidpsia, novos € em uso na pratica clinica, de 2.8 ¢ 5.0mm de didmetro
interno, com apenas uma friccdo, apds contaminacgdo artificial com corante vermelho
dissolvido em sangue de cavalo (solugdo final a 1%). A limpeza foi considerada eficaz,
mesmo sem a utilizagcdo de agua e detergente, de acordo com os parametros de analise visual e
afericdo do peso dos canais antes e apds a limpeza. Antes da limpeza, o peso da sujidade
variou entre 0,41g no canal “velho” de 2,8mm e 1,15g no canal “velho” de 5,0mm,
aproximadamente. A apresentacdo visual apds a limpeza pode ser verificada na Figura 11 em

comparagdo com a sujidade controle (Charlton, 2007).



37

Revisao de literatura

Figura 11 — Comparacio da sujidade visual nos canais que serviram de controle
positivo e apds a limpeza com a escova pull thru.

(A)

Fonte: Charlton, 2007. A: Controle positivo; B: Limpeza com pull thru®

Os trés demais tipos de escovas (trés cabecas, de uso unico de uma cabeca e
reutilizdvel) tém que apresentar tamanhos diferentes, de acordo com os diametros dos canais
endoscopicos, que variam, pois, caso contrario, as cerdas das escovas ndo tocardo a sujidade

da parede interna dos canais e a limpeza mecanica ndo sera efetiva (Figura 12).

Figura 12 — Importincia do didmetro da escova para a limpeza efetiva do canal
endoscopico gastrointestinal flexivel

PPN

Fonte: Bajolet et al., 2013 (fotografia fornecida por LTA Medical, Montreuil, France). (a) Diametro da
escova ¢ correto para o tamanho do canal, e a limpeza efetiva é garantida. (b) Didmetro da escova ¢ muito
grande, logo as fibras da escova sdo compactadas no canal e ndo sdo efetivas. (c) Didmetro da escova é
muito pequena, logo as fibras da escova ndo tocam o canal.
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Escovas de limpeza de uso tnico sdo recomendadas, na medida em que garantem o
maximo de efetividade da limpeza, pois ndo apresentam cerdas danificadas e evitam a
transmissdo cruzada de tecidos remanescentes de outros exames endoscopicos. Na
impossibilidade de uso de escovas de uso Unico, todas deverdo ser limpas manualmente,
submetidas a limpeza ultrassonica e descontaminadas, preferencialmente, por método de
esterilizacdo (ASGE; SHEA, 2011; Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008).
Adverte-se que as escovas ndo sdo produtos pra satde e os profissionais envolvidos devem
ser capacitados e supervisionados em relacdo a frequéncia necessaria de troca, estar atentos as
condi¢des das cerdas das escovas e seguir protocolos padrdo bem estabelecidos. Embora a
descontaminacdo das escovas seja recomendada, cabe ressaltar que o objetivo neste momento
¢ executar a acdo mecanica de forma eficaz de friccdo. Logo, estes dispositivos de limpeza
precisam ser mantidos limpos e secos, como requisitos minimos.

Ainda no que se diz respeito a friccdo dos canais endoscopicos gastrointestinais,
salienta-se que a fricgdo do canal de ar/dgua de duas das trés marcas de endoscopio
gastrointestinal disponiveis no mercado mundial ndo acontece em decorréncia do design dos
endoscopios (Ribeiro, Oliveira, 2012). Nestes canais, ndo hd como introduzir a escova de
limpeza no canal (Figura 13). A justificativa dos fabricantes dos endoscopios gastrointestinais
para essa configuracdo no design deste canal ¢ desconhecida, embora se tenha buscado. A
RDC no 6 (Brasil, 2013) recomenda a fric¢do de todos os canais endoscopios, porém, na
pratica do processamento dos endoscOpios gastrointestinais os canais ndo acessiveis a fric¢ao
sdo submetidos apenas a métodos de flush durante a limpeza. Estudo realizado em 37 servigos
de endoscopia gastrointestinal de uma capital brasileira constatou que a friccdo do canal de
ar/agua ocorreu apenas em cinco servicos (Ribeiro, Oliveira, 2012).

Figura 13 — Curvatura que impede a introducio de escova de limpeza no canal de
ar/agua do endoscopio gastrointestinal flexivel
[

Curvatura que impede a
introdugdo da escova de
limpeza no canal de ar/agua

Fonte: Acervo da autora.
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Possivelmente em virtude da impossibilidade de fric¢do de determinados canais de
ar/agua, os manuais europeu (Beillenhoff et al., ESGE Guidelines Committee, 2008) e
americano (ASGE, SHEA, 2011) de limpeza e desinfeccdo dos endoscopios gastrointestinais
recomendam a friccdo dos canais “acessiveis”. Porém, tal recomendacdo abre margem aos
seguintes questionamentos: Por que a recomendagdo de friccdo dos canais “acessiveis”?
Ressalta-se que os canais de ar/dgua, inacessiveis na maioria dos endoscopios
gastrointestinais em uso na pratica clinica, tornam-se contaminados apos os exames de
endoscopia (Ribeiro, Oliveira, 2012). Processadoras automatizadas de endoscopios que
possuem os ciclos de limpeza validados injetam solu¢do de limpeza e 4gua no interior de
todos os canais sobre pressdo e sem a friccdo pelo método manual encontram-se disponiveis
no mercado (Alfa, DeGagne, Olson, 2006, 2010).

A preocupagdo com a obrigatoriedade ou ndo de friccionar os canais de ar/agua
perpassa mais de uma década. Até os dias atuais, as evidéncias cientificas ainda sdo escassas.
Estudo desenvolvido no Japao em 2001, apds a realizacdo de endoscopia gastrointestinal
superior, analisou 20 canais de ar e dgua friccionados durante a limpeza e 22 canais de ar e
agua nao friccionados. Todos foram submetidos a desinfec¢do de alto nivel com glutaraldeido
a 2%, e analisados quanto a presenca de microrganismos e proteina apos estes processos de
descontaminacdo. Apurou-se que um canal de 4gua ndo friccionado durante a limpeza
permaneceu contaminado com bactéria Gram-positivo e que os niveis de proteina foram, em
média, de 2,64ug/ml, contra 2,26ug/ml nos canais friccionados. O método de coleta da
amostra utilizado neste estudo foi de swab da escova esterilizada introduzida no canal.
Embora nd3o tenha sido evidenciada diferenca estatisticamente significante apos analise
multivariada, os autores sugeriram reconstrugdo do design desses canais, de forma a permitir a
fricgdo durante a limpeza (Ishino et al., 2001). Estudo desenvolvido na Alemanha no mesmo
ano, com contaminacao intencional laboratorial dos canais de ar e 4gua de duodenoscopios e
gastroscopios com, aproximadamente 4,6x10°UFC/10ml de Enterococcus faecium e sangue
chegou a mesma conclusdo (Dietze et al., 2001).

Niveis de matéria organica e carga microbiana abaixo dos niveis aceitaveis (Alfa,
DeGagne, Olson, 1999) foram obtidos apds a limpeza dos canais de sucgdo/bidpsia com
escovacdo da superficie interna e dos canais de ar/agua sem escovacao. Ressalta-se que nesse
estudo a variavel “escova¢dao” nao foi controlada e o ato de escovar nao foi analisado em
diferentes tipos de canais endoscdpicos, ar/dgua e succdo/bidpsia, sem a presenca de grupos

controles (Alfa, Fatima, Olson, 2013a,b).
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Seja apos a limpeza quimica ou a mecanica, o processo da limpeza dos endoscopicos
gastrointestinais ¢ finalizado com a realizagdo do enxdgue abundante, que promoverd a
retirada da sujidade da superficie interna e externa dos equipamentos, a qual foi apenas
degradada ou solubilizada pela agdo da solu¢do de limpeza e/ou friccdo. A sujidade
permanecerd na superficie dos endoscopios gastrointestinais se o enxague ndo for realizado
adequadamente, obedecendo as recomendagdes do fabricante, ou por meio de outro método
validado (Ribeiro, Oliveira, 2012). O enxdgue apods a limpeza também tem a finalidade de
remover a solug¢do de limpeza que pode interferir na agdo dos desinfetantes e ser toxico para o
paciente e profissional (AAMI, 2007). O maior desafio diz respeito a garantia de que a dgua
tenha percorrido toda a extensdo dos canais dos endoscopicos.

Os manuais nacional, europeu e americano de limpeza e desinfeccdo dos endoscopios
gastrointestinais recomendam que o enxague deve ocorrer em agua “corrente abundante”, sem
definicdo do volume, o que ¢ subjetivo (SOBEEG, 2005; Beillenhoff et al., ESGE Guidelines
Committee, 2008; ASGE; SHEA, 2011). O volume de 500ml de agua para o enxague apos a
lavagem j4 foi sugerido (Alfa et al., 2002).

Quanto ao tipo de 4agua a ser utilizada para o enxdgue dos endoscopios
gastrointestinais, ainda ndo ha um consenso. Todavia, ¢ certo de que ela ndo devera elevar a
carga microbiana desses equipamentos (A4ssociation for the Advancement of Medical
Instrumentation - AAMI, 2007). A utilizacdo da 4dgua potavel mostrou-se predominante em
80% dos servicos visitados em Belo Horizonte (Ribeiro et al., 2013), assemelhando-se ao
percentual verificado em servigos de endoscopia gastrointestinal de Goidnia: 90% (Barbosa et
al., 2010). Em seis servicos, constatou-se o uso de agua filtrada, mas ndo se verificou o
tamanho dos poros dos filtros (Ribeiro et al., 2013). O uso da 4agua potavel ¢ aceitavel para a
realizacdo da pré-limpeza, da limpeza (diluicdo dos detergentes) e da pos-limpeza, e a
temperatura ndo deve exceder 45° C. Deve-se garantir que a dgua potavel esteja compativel
com as recomendacdes do fabricante do detergente. Em locais que possuem agua potavel dura
(ex.: > 150ppm CaCOs;), ¢ desejavel que os solutos sejam removidos por deionizacao
(aceitavel) ou osmose reversa (preferivel) para toda a limpeza, enxdgue, desinfeccdo e
esterilizacdo. A agua potdvel também deverd atender as exigéncias legais de potabilidade
(AAMI, 2007; Brasil, 2011).

Ao término do enxdgue, o endoscopio deve ser seco e encaminhado para a desinfeccao
de alto nivel ou esterilizagao.

A endoscopia gastrointestinal ¢ um procedimento médico. Porém, ressalta-se que a

tarefa de processar o endoscopio gastrointestinal ¢ de responsabilidade dos técnicos de
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enfermagem na maioria dos servigos de endoscopia gastrointestinal do Brasil (Ribeiro, 2011).
Logo, considera-se que ao lider (enfermeiro) desta equipe cabera definir e implementar
protocolos e processos educativos periddicos, utilizando-se de técnicas inovadoras; e
supervisionar os auxiliares e técnicos de enfermagem que realizam as etapas operacionais,
para que a qualidade de todo o processo possa ser assegurado (Ribeiro, 2011; Costa Junior,
2009).

Muitos dos estabelecimentos de endoscopia gastrointestinal t€ém o médico como
profissional responséavel. Logo, a categoria profissional médica também tem responsabilidade
compartilhada em propor e adotar condutas, contribuir para que o servigo de endoscopia
possua quantidade adequada de equipamentos para que se possa respeitar o tempo necessario
para a realizagdo de todas as etapas do processamento e saber processar um endoscopio

gastrointestinal, para que ele seja efetivo (Ribeiro, 2011).

3.3 TRANSMISSAO CRUZADA DE MICRORGANISMOS VIA ENDOSCOPIO
GASTROINTESTINAL CONTAMINADO APOS O PROCESSAMENTO

Os endoscopios gastrointestinais flexiveis apresentam caracteristicas peculiares que
conferem a esses equipamentos alto risco para a transmissdo de microrganismos entre os
pacientes que se submetem a endoscopia gastrointestinal. Algumas dessas caracteristicas sdo:
altos niveis de contaminacdo bacteriana apos cada uso; requerem esterilizagdo a baixa
temperatura ou métodos de desinfec¢do de alto nivel, que sdo menos robustos que a
esterilizacdo a vapor; e o seu design representa desafios significativos para limpeza e
desinfec¢do adequadas. A alta carga microbiana presente nos endoscopios gastrointestinais
flexiveis representa um desafio para a esterilizagdo a baixa temperatura ou para a desinfec¢ao
de alto nivel, pois os endoscopios gastrointestinais apresentam limens estreitos e longos,
conexdes cruzadas, angulos agudos, molas e valvulas, com fundo cego, material absorvente e
superficies rugosas (Weber, Rutala, 2013).

Diante da transmissdo de microrganismos entre os pacientes, processos infecciosos
relacionados ao procedimento endoscopico gastrointestinal podem ocorrer por via enddégena
ou exogena. As infec¢des endogenas sdo causadas por microrganismos da propria microbiota
do paciente, e nas infec¢des exdgenas, os microrganismos sdo transferidos ao paciente que
realiza a endoscopia gastrointestinal, por meio, por exemplo, de endoscdpios gastrointestinais

contaminados, mesmo apo6s os procedimentos de limpeza e desinfec¢do (Kovaleva et al.,
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2013). Ao contrario das infec¢cdes endogenas, de 91% a 94% das infec¢des exdgenas podem
ser prevenidas. Para que os endoscopios gastrointestinais ndo sejam veiculos de transmissao
de microrganismos entre os pacientes, exigem-se a adesdo rigorosa aos processos de limpeza
e desinfeccdo dos equipamentos e melhoria dos sistemas de controle de qualidade dos
servicos de endoscopia (Srinivasan, 2003; Seoane-Vazquez et al., 2007; Kovaleva et al.,
2013).

Multiplos estudos demonstram a falta de adesdo dos profissionais aos guidelines de
limpeza e desinfecdo dos endoscopios gastrointestinais (Alfa et al., 2002; Machado et al.,
2006; Barbosa, 2008; Ribeiro et al., 2013). Isso tem resultado em equipamentos contaminados
por microrganismos, mesmo apos o processamento. Consequentes surtos de infeccdo em
pacientes que se submeteram a exames de endoscopia gastrointestinal encontram-se
documentados (Kovaleva et al., 2013). A dificuldade ou impossibilidade de limpeza destes
equipamentos devido ao complexo design, com consequente falha do processo de desinfec¢ao
de alto nivel) tem sido descrita também como uma das principais causas de infeccdo em
pacientes que submeteram a endoscopia gastrointestinal (Aumeran et al., 2010; Carbonne et
al., 2010; Bajolet et al., 2012; Alrabaa et al., 2013; Quiu et al., 2015).

A limpeza inadequada representa uma das principais causas da possivel transmissao de
microrganismos entre os pacientes que se submeteram a endoscopia gastrointestinal e os tipos
de complicagdes infecciosas foram diversos, como sepses, abcesso de figado e colangite
ascendente (Kovaleva et al., 2013). Febre, calafrios e sudorese sdo alguns dos sinais clinicos
apresentados pelos pacientes que desenvolveram processos infecciosos apds realizarem
endoscopia gastrointestinal com equipamento contaminado (Kovaleva et al., 2009).

As bactérias representam os principais tipos de microrganismos envolvidos nos casos
de infeccdo associada ao uso de endoscOpios gastrointestinais contaminados, sendo a
Pseudomonas aeruginosa e a Salmonella spp. Os tipos mais prevalentes. Analises por
compara¢cdo de padrdes de sensibilidade antimicrobiana dos isolados, fagotipificagdo ou
técnicas moleculares comprovaram que, na maioria dos surtos, as cepas de P. aeruginosa
obtidas dos pacientes foram idénticas aquelas recuperadas dos endoscopios gastrointestinais
utilizados nos mesmos (Kovaleva et al., 2013). Em 2011, em um hospital da Franga, cepas de
P. aeruginosa multirresistentes foram detectadas em quatro pacientes que realizaram
esofagogastroduodenoscopia com um mesmo endoscopio, do qual se obtiveram, por cultura,
cepas do microrganismo identificado nos pacientes (Bajolet et al., 2013).

P. aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, patogénica oportunista, que tem

preferéncia por ambientes Umidos. Logo, canais endoscOpicos gastrointestinais secos
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inadequadamente apds o processamento sdo locais propicios a proliferacdo desse tipo de
bactéria (Nelson, Musacarella, 2006). Em estudo realizado em 37 servigos de endoscopia
gastrointestinal de uma capital brasileira, este foi o principal microrganismo detectado nos
canais de ar/agua de gastroscopios e colonoscopios apos o processamento (Ribeiro; Oliveira,
2012). Ele ¢ capaz de formar biofilmes extremamentes dificeis de serem removidos dos canais
endoscopicos gastrointestinais (Pajkos, Vickery, Cossart, 2004; Kovaleva et al., 2009).

O sorotipo 10 da P. aeruginosa predomina nos relatos publicados de transmissdo desta
espécie bacteriana (Cryan et al., 1984; Earnshaw, Clark, Thom, 1985; Allen et al., 1987;
Classen et al., 1988; Alvarado, Stolz, Maki, 1991). Supde-se que a produg¢dao de muco pela P.
aeruginosa sorotipo 10 em biofilme pode promover a formagdo de uma barreira para a
penetragcdo de antimicrobianos e desinfetantes. Porém, ndo se conhece o motivo pelo qual
especificamente este sorotipo foi isolado nestes casos (Kovaleva et al., 2013).

As espécies de P. aeruginosa encontradas nos equipamentos endoscopicos
gastrointestinais podem ser oriundas da garganta, da saliva e das fezes, locais em que este tipo
de microrganismo pode colonizar adultos saudaveis (Grogan, 1966). Taxas mais elevadas de
colonizacdo por este tipo de microrganismo também sdo encontradas em pacientes
hospitalizados e com doengas cronicas de pulmio (Kovaleva et al., 2013). Dessa forma,
infere-se que os pacientes que realizam a endoscopia gastrointestinal sdo fonte dos
microrganismos remanescentes, mesmo apds todo o processamento, em decorréncia da falta
de boas praticas, principalmente de limpeza dos equipamentos (Ribeiro, Oliveira, 2012).

Ressalta-se, também, a possibilidade de outras fontes de contamina¢dao dos
endoscopios gastrointestinais por P. aeruginosa, como a agua utilizada para o enxague apods a
limpeza e apds a desinfeccdo de alto nivel e a 4gua inserida pelo canal de agua para a melhor
visualizacdo do o6rgdo analisado e que provém do reservatdrio de agua conectada ao
endoscopio gastrointestinal (Ribeiro, Oliveira, 2012). Apesar de estes aspectos ja terem sido
sugeridos como supostas fontes de contaminacdo do endoscopios, eles ainda precisam ser
melhor explorados e comprovados por evidéncias cientificas.

Klebsiella pneumoniae também representa uma espécie bacteriana relacionada a surtos
de infeccdo em pacientes que realizaram endoscopia gastrointestinal (Aumeran et al., 2010;
Carbonne et al., 2010). Em 2010, 16 casos de infec¢do (8 infec¢des sanguineas, 4 do trato
biliar e 4 intestinais) foram detectados em pacientes que se submeteram a
colangiopancreatografia retrograda (CPRE) tendo como agente etioldgico a K. pneumoniae
multirresistente produtora de beta-lactamase de amplo espectro. Um duodenoscépio foi

indicado como a fonte de transmissdo desta bactéria entre os pacientes (Aumeran et al., 2010).
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Outro surto foi relacionado a transmissdo de K. pneumoniae produtora de carbapenemase
(KPC-2), também associada ao uso de um duodenoscépio contaminado (Carbonne et al.,
2010).

O Helicobacter pylori ¢ um patdogeno comum em pacientes com gastrite cronica,
ulcera péptica e cancer gastrico. Entretanto, a transmissdo desta bactéria via endoscopio
gastrointestinal ¢ raramente detectada. Ao considerar que a prevaléncia de infec¢do por H.
pylori na populacdo de pacientes ja examinada ¢ alta, cerca de 60%, a incidéncia real de
transmissdo de H. pylori pode ser subestimada, devido também a apresentagdo clinica
assintomatica e nao especifica de infec¢do por H. pylori (Tytgat, 1995) e ao fato de esta
bactéria requerer condi¢des especificas de cultivo em laboratorio. Trés surtos de H. pylori
apos endoscopia gastrointestinal alta foram relacionados ao inadequado processamento dos
endoscopios e ao uso de pingas de bidpsia nao esterilizadas (Graham et al., 1988; Langengerg
et al., 1990; e Miyaji et al., 1995).

Apenas um relato de possivel transmissdo de Clostridium difficile com
desenvolvimento de colite pseudomembranosa fulminante ap6s colonoscopia encontra-se
publicado (Patterson, Jhonson, Schmulen, 1984).

A transmissdo documentada de virus via endoscopio gastrointestinal contaminado ¢
bem menor quando comparada a transmissao de bactérias, devido a dificuldade de detectar o
agente no equipamento e de estabelecer vinculo epidemiologico, devido ao tempo de
incubagdo. Nenhum caso de transmissao de HIV, doenca de Creutzfeldt-Jakob, enterovirus e
virus ndo envelopados (mais resistentes aos desinfetantes quimicos que os virus envelopados)
relacionado a endoscopia gastrointestinal foi relatado até o momento (Kovaleva et al., 2013).
Um caso de transmissdo endoscopica do virus da hepatite B (VHB) apos gastroscopia foi
confirmada por analise molecular (Birnie et al., 1983). Em relagdo ao virus da hepatite C, na
Franca, sua aquisicio foi documentada em dois pacientes que se submeteram a um
procedimento de colonoscopia em uma clinica no mesmo dia € com um aparelho utilizado
previamente em um paciente portador desse virus (Bronowicki et al.,, 1997). Em 2007,
registrou-se também a transmissdo do VHC a trés pacientes em uma clinica nos Estados
Unidos (CDC, 2008b).

Os casos de infec¢do envolvendo o endoscopio gastrointestinal tém feito com que este
equipamento seja reconhecido como o principal dispositivo relacionado a surtos e
pseudossurtos associados ao cuidado de satde. Cabe, ainda, ressaltar que o nimero de

incidentes que estdo publicados representa uma pequena fracdo dos incidentes de falhas do
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processamento deste equipamento por desinfecgdo ou esterilizagdo que resultem em
notificacdo do paciente (Weber, Rutala, 2013).

Os endoscopios gastrointestinais sdo utilizados de centenas a milhares de vezes na
realizacdo dos exames endoscopicos. Diante de um problema em um equipamento, por
exemplo, falha na limpeza ou desinfec¢do, hd o risco de transmissdo de microrganismos a
muitas pessoas. Taxas de transmissdo de microrganismos durante a ocorréncia de surtos
podem alcangar 41%, como ocorreu na transmissdo de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC) a 7 dos 17 pacientes que utilizaram o duodenoscopio contaminado com
este microrganismo (Carbonne et al., 2010). Em uma revisdo de literatura, constatou-se que
entre 1974 e 2005, 30 surtos relacionados a endoscopios gastrointestinais contaminados
resultaram em 251 pacientes infectados apos endoscopia gastrointestinal nos Estados Unidos
(Seoane-Vazquez et al., 2007).

Ainda ndo se conhece a real taxa de infec¢ao relacionada a endoscopia gastrointestinal
(Kovaleva et al., 2013). Estima-se que os casos de infec¢do relacionados a esse procedimento
seja de um caso para 1,8 milhdo de procedimentos (Kimmey et al., 1993). Entretanto, tal valor
tem sido apontado como passivel de subestimacdo em consequéncia de erro matematico
(Ofstead et al., 2013).

Nao se pode descartar também a possibilidade de subnotificacdo dos casos de infec¢do
relacionados aos procedimentos endoscopicos gastrointestinais (Ofstead et al., 2013). A
endoscopia gastrointestinal consiste em um exame de cardter ambulatorial, em que os
pacientes nao sdo acompanhados sistematicamente apds a realizagdo dos exames para a
vigilancia e notificacdo de possiveis eventos adversos relacionados ao procedimento, apesar
de recomendacdo nesse sentido (Siegel et al., Healthcare Infection Control Practices Advisory
Committee - HICPAC, 2007). Diante do retorno dos pacientes aos servigos de saude,
raramente os médicos registram as complicagdes decorrentes dos procedimentos endoscopicos
gastrointestinais (Leffler et al., 2010). Porém, ndo ha critérios diagndsticos capazes de definir
se um episodio de quadro infeccioso estd relacionado ao procedimento endoscopico
gastrointestinal e ao periodo em que podera ocorrer essa associacdo, como ja acontece, por
exemplo, para os procedimentos cirurgicos.

Outro aspecto que pode contribuir para a subnotificacdo dos eventos adversos
infecciosos associados aos procedimentos endoscopicos gastrointestinais prende-se ao fato de
que as infec¢des assintomdticas e sintomdticas podem ndo ser reconhecidas como
relacionadas ao procedimento de endoscopia gastrointestinal, ao se considerar a possibilidade

de auséncia de sinais clinicos e o longo periodo de incubag¢do de alguns microrganismos
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infectantes (Moses, Lee, 2003), principalmente no caso de virus e micobactéria. Além disso,
apenas em ocasides esporadicas investigacdes aprofundadas t€ém sido empreendidas para
avaliar a possibilidade de contaminacdo do endoscopio gastrointestinal como possivel causa
da transmissdo de microrganismos a pacientes que se submeteram a endoscopia
gastrointestinal (Ofstead et al., 2013).

A deteccio de microrganismos nos endoscopios gastrointestinais apds o
processamento com cargas microbianas variadas estd amplamente divulgada na literatura.
Porém, ainda ndo se conhece o real significado clinico quanto ao risco de causar a infec¢ao
dos microrganismos recuperados nos endoscopios prontos para uso em pacientes e a carga
microbiana necessaria para que um paciente desenvolva um quadro infeccioso em decorréncia
de um endoscopio gastrointestinal contaminado em que o processo de desinfec¢do de alto
nivel ndo foi atingido. Isso se deve ao fato de os endoscopios digestivos serem um material
semicritico, e ndo critico. Caso fosse este tltimo, o nexo causal entre o material contaminado
e o risco de infec¢do estaria muito mais evidente para exigir medidas drasticas na adesdo de
protocolos para o seu processamento. Sabe-se que o nimero de microrganismos presentes no
endoscopio gastrointestinal ¢ apenas um dos importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de infec¢do em pacientes que se submeteram a endoscopia gastrointestinal.
Logo, para se analisar o risco de causar infec¢do em um procedimento como esse, devem-se
levar em conta também: a invasividade do procedimento, que pode resultar em dano tecidual;
a possibilidade de presenca de biofilme na superficie desses equipamentos; o estado
imunocomprometido do paciente (infec¢do pelo HIV, doengas neoplésicas, pacientes
transplantados e tratamento imunossupressivo); e a presenca de focos infecciosos, como
colangites e abcessos, durante o procedimento de endoscopia gastrointestinal (Cowen, 1992;
Greene et al., 1974; Kaw, Przepiorka, Sekas, 1993).

Diante dos surtos de infeccdo e casos de morte relacionados a endoscopios
gastrointestinais contaminados, nos Estados Unidos da América em 2015 (FDA, 2015a;
Ofstead et al., 2015), alguns estudiosos t€ém recomendado que estes equipamentos devem ser
considerados como produtos para saude criticos e esterilizados. Como o endoscopio
gastrointestinal ¢ um produto pra saude termossensivel, a esterilizacdo por 6xido de etileno
tem sido o método indicado, entretanto, ainda ha necessidade de validacdo deste método para
o processamento deste equipamento. Cabe ressaltar que, ainda ndo ha um consenso sobre esta
recomendacdo, principalmente, por se ter constatado que a principal causa dos casos de

infeccdo relatados foram relacionados a falha na limpeza dos equipamentos endoscopicos, €
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consequente ndo efetividade da desinfecgdo de alto nivel, o que também possivelmente

ocorreria se o equipamento tivesse sido submetido a esterilizagao.

3.4 BIOFILME E O ENDOSCOPIO GASTROINTESTINAL

Biofilmes s3o comunidades bioldgicas, geralmente, mistas, ou seja, formadas por mais
de um tipo de microrganismo, mas podem também ser constituidas de apenas um tipo
microbiano (Donlan, 2001a,b).

Os microrganismos que constituem o biofilme encontram-se envoltos por uma matriz
inorganica de exopolimeros, sendo os polissacarideos os principais constituintes (Donlan,
2001a, 2002). A matriz ¢ bastante hidratada (98% de 4gua), possui canais que permitem o
transporte de nutrientes essenciais e de oxigénio para as células (Donlan, 2001b) e contém
entre 50% a 90% do carbono orgéanico do biofilme (Flemming et al., 2000 apud Donlan,
2002). Esta matriz ¢ produto do proprio biofilme. Nem todos os microrganismos sdo capazes
de produzi-la, mas podem ser incorporados ao biofilme (Donlan, 2001a,b), assim como
materiais ndo celulares, como componentes sanguineos, cristais minerais e particulas
corrosivas (Dolan, 2002).

O biofilme se forma sobre um substrato, que consiste no suporte. Nele ocorre a adesio
de células microbianas. O substrato, formado pela parte interna e a superficie, pode ser o solo,
a dgua ou um produto para satide, como os canais endoscopicos (Donlan; Costerton, 2002;
Donlan, 2002; Pajkos, Vickery, Cossart, 2004). A interagdo dos microrganismos com 0s
substratos se da sempre por meio de suas superficies. Acima da superficie do substrato,
forma-se o filme condicionante, que consiste em uma camada constituida por substancias do
meio, principalmente material proteinaceo, que mudam as caracteristicas do substrato
(Donlan, 2001b, 2002).

As propriedades fisicoquimicas da superficie, o numero e o tipo de microrganismos, a
taxa de fluxo do liquido em uma superficie e os componentes dos liquidos subjacentes
influenciam a interagdo dos microrganismos com a superficie dos substratos na taxa e
extensdo de fixacdo dos microrganismos (Donlan, 2001a,b, 2002). Em geral, morfologia da
superficie, como maior rugosidade (Fletcher, Loeb, 1979; Pringle, Fletcher, 1983; Pajkos,
Vickery, Cossart, 2004) e materiais hidrofobicos (composi¢do quimica) favorecem o
desenvolvimento do biofilme mais rapidamente (Fletcher, Loeb, 1979; Pringle, Fletcher,

1983; Bendinger et al., 1993).
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Os endoscopios gastrointestinais sdo utilizados iniimeras vezes, o que promove
alteracdes na integridade das superficies interna e externa e favorece o acimulo de matéria
organica e microrganismos, com a consequente formagdo de biofilme nestes locais (Pajkos,
Vickery, Cossart, 2004). Além disso, os canais endoscopicos gastrointestinais podem ser
formados por um polimero, denominado “politetrafluoretileno” (PTFE), comercialmente
denominado “Teflon®”, similar ao polietileno, porém os &atomos de hidrogénio foram
substituidos por 4tomos de fliior. Os elementos quimicos que compdem os canais de PTFE
podem ser observados na Figura 14. O PTFE consiste em uma superficie inerte,
biocompativel com o corpo humano e impermedvel. Possui baixa toxicidade, baixo
coeficiente de atrito e baixa aderéncia (Béalsamo, 2009). Entretanto, possui superficie
hidrofobica, que favorece a existéncia de forgas de interacdo da superficie deste substrato com

os microrganismos ¢ adesdo dos mesmos (Vickery, Pajkos, Cossart, 2004).

Figura 14 — Analise por microscopia eletronica dos elementos quimicos de um canal
endoscopico novo, com destaque para o fluor (F).
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Fonte: Balsamo, 2009 (Analise realizada no Laboratorio de Caracterizagdo Tecnologica da Escola
Politécnica da Universidade de Sdo Paulo).

Os plastificadores adicionados as estruturas do substrato pelos fabricantes tém por
objetivo manter os polimeros maledveis e evitar que se tornem quebradicos. A adigcdo de
materiais como estes aos substratos promove alteracdo na composicdo quimica deles e altera a
forma de interacdo entre eles e os microrganismos. Dessa forma, substratos constituidos de
um mesmo tipo de polimero como o PTFE podem apresentar diferentes comportamentos de
interagdo com os microrganismos, tendo em vista que o tipo de plastificadores utilizado entre

os diversos fabricantes pode ser diferente.
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Além das caracteristicas da superficie do substrato, as caracteristicas da superficie da
célula microbiana, como a presenca de flagelos, pilis, fimbrias e glicocélix, podem impactar a
adesdo dos microrganismos as superficies do substrato e a consequente formacao do biofilme.
Uma vez que se aproximam da superficie do substrato, os microrganismos deverdo vencer
forcas repulsivas comuns em todos os materiais. Os apéndices favorecem que os
microrganismos permanecam aderidos a essa superficie (Rosenberg et al., 1982; Korber et al.,
1989; Dolan, 2002).

Apo6s a adesdo dos microrganismos a superficie do substrato, o biofilme passa a se
diferenciar e colonizar outras areas (Figura 15). Alguns processos permitem que a formagao
do biofilme ocorra rapidamente. O processo de coagregacdo ¢ um exemplo de que os
microrganismos criam receptores para se ligar no filme condicionante e aos outros

microrganismos.

Figura 15 — Fases de desenvolvimento do biofilme.

Fonte: Sauer, Rickar, Davies, 2007. 1: adesdo reversivel; 2: adesao irreversivel; 3 e
4: maturacdo; 5: dispersdo.

A diversidade estrutural dos biofilmes esta relacionada a diversos fatores, como:
quantidade e tipo de matéria organica disponivel no meio ambiente; tipo do substrato;
concentragdo de antimicrobianos ou desinfetantes; e temperatura do ambiente (Donlan, 2001a,
2002). As estruturas mais compactas sdo encontradas em locais de fluxo turbulento e nos
endoscopios gastrointestinais (Zhong et al., 2009).

O biofilme formado nos endoscdpios gastrointestinais difere do convencional. Ele foi

denominado “buildup biofilm”, formado em consequéncia de um processo ciclico, que
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envolve fases expostas a um ambiente hidratado (sujidade apds o exame endoscopico
gastrointetinal, limpeza e desinfec¢do), seguido por outras fases em ambiente seco, que
incluem a secagem e o armazenamento. Isso ao contrario do biofilme convencional, que se
encontra em continua hidratacao (Figura 16). No buildup biofilm, apos a desinfeccdo de alto
nivel, ha sobrevivéncia de uma ampla variedade de microrganismos (Alfa, Howie, 2009;

Zhong et al., 2009).

Figura 16 — Biofilme tradicional e biofilme buildup
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Fonte: Zhong et al., 2009 (Tradugdo do inglés para o portugués). a: biofilme tradicional; b:
biofilme buildup.

A formagdo de biofilme na superficie de produtos para a saide € um assunto
preocupante, pois a matriz extracelular, que compde esta forma de vida microbiana, dificulta
ou impossibilita a difusdo de biocidas (AAMI, 2007) e torna os biofilmes mais resistentes do
que na forma planctonica (Nickel et al., 1985; Costerton, Stewart, Greenberg, 1999). A
presenga de células “persisters” - como 0s esporos, ndo morrem nem crescem na presenca de
biocidas, € um dos mecanismos de tolerancia aos biocidas encontrados nos biofilmes
(Stewart; Costerton, 2001; Stewart, 2003). O biofilme "buildup” formado na superficie interna
dos canais endoscopios gastrointestinais, mesmo que ndo danificada, poderd em algumas
ocasides ser impossivel de ser removido mesmo com vdarias tentativas de limpeza e
desinfecdo, sendo, assim, necessaria a troca do canal endoscopico gastrointestinal (Kovaleva

et al., 2009).
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O biofilme se movimenta na superficie por viscoelasticidade e ndo necessariamente
por se soltar. As estratégias que os organismos empregam para colonizar superficies variam
entre 0s microrganismos € sdo as seguintes: speeding dispersal - dispersao de células
individuais; e desprendimento de clusters — espalhamento; coagregagdo e; adensamento (Hall-
Stoodley, Stoodley, 2005).

A dispersdo de biofilme também pode ocorrer por meio do desprendimento desta
forma de vida, presente em produtos para saude, mesmo apds o processamento, durante
procedimentos de assisténcia a saude. Assim, o biofilme poderd ser transmitido ao paciente
que se submete ao exame, o qual estard susceptivel ao desenvolvimento de quadros
infecciosos (Donlan, 2001b).

O endoscopio gastrointestinal apresenta propriedades quimicas e estruturais que
favorecem a formacao de biofilme nesse equipamento. Isso pode oferecer risco a saude do
paciente que se submete ao procedimento de endoscopia gastrointestinal. Dessa forma, os
profissionais envolvidos precisam, como agdo prioritaria, tentar prevenir a formagdo de
biofilme na superficie deste equipamento, tendo em vista que a interagdo desta forma de vida
dos microrganismos com os produtos para saide torna-se irreversivel e ndo pode ser desfeita
com um simples enxague (Dolan, 2002).

Os principais métodos propostos de controle da formagao de biofilmes sdo: a) limpeza
mecanica e quimica (Vickery, Pajkos, Cossart, 2004); b) redu¢do do aporte de nutrientes; c)
aplicagdo de biocidas; e d) adsor¢do de células em superficies. Substincias como prata,
antissépticos e antimicrobianos para a impregnac¢do da superficie dos substratos tém sido
utilizadas para proteger a superficie dos produtos para a salide da colonizagdo de
microrganismos (Schierholz, Beuth, 2001).

Diante da dificuldade de prevenir a formacdo de biofilme, a busca por formas de
remocao sobre a superficies dos produtos para a saide pelos profissionais envolvidos no
processamento destes materiais e por pesquisadores da area ¢ uma realidade. Com o actimulo
ciclico de biofilme buildup na superficie dos endoscopios gastrointestinais apos 0Ss processos
de desinfeccdo, os posteriores processos de limpeza poderdo ser comprometidos, pois a
remocdo dos mesmos possivelmente requererd agdo mecanica associada a a¢do quimica. A
acdo mecanica exercida durante a limpeza dos endoscOpios gastrointestinais pode ser
realizada com o uso de escovas de limpeza, mas em locais inacessiveis a estes dispositivos,
apenas o flush com a solugdo de limpeza ¢ executado. A pressdo exercida no interior dos
canais endoscoOpicos ndo pode ser elevada para que nao cause danos ao equipamento. Diante

desta problematica, esta pesquisa avaliara o impacto da a¢do mecanica exercida por dois
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dispositivos de fric¢do e a auséncia de friccdo na remoc¢do de biofilme buildup durante a
limpeza, com o uso de dois tipos de solucdo de limpeza indicadas para o processamentos dos

endoscopios gastrointestinais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA

Realizou-se uma pesquisa experimental comparativa, em que o pesquisador controla
as condi¢des como os experimentos ocorrem € as intervengdes nos grupos experimentais € nos

grupos controles.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada no laboratério de microbiologia do Centro de Pesquisa Sant
Boniface, da Universidade de Manitoba, Winnipeg, Manitoba, Canad4, com a supervisao da

Prof.? Dr.? Michelle Alfa’.

4.3 MATERIAL

4.3.1 Unidades amostrais

As unidades amostrais utilizadas nestes estudo foram canais de succdo/biopsia de
politetrafluoretileno (PTFE) de colonoscépios, com didmetro interno de 3,7mm, comprimento
de 1.800mm e volume interno de 20ml (Endoscopy Development Company, Olympus America

Inc, Center Valley, PA).

4.4 VARIAVEIS DO ESTUDO
4.4.1 Variavel dependente

A variavel dependente da pesquisa consistiu na remog¢ao de biofilme buildup-5 (BBF-
5) e biofilme tradicional-5 (TBF-5) dos canais de sucgdo/bidpsia de colonoscopios apds a
limpeza e; ap6s a limpeza e subsequente desinfec¢ao de alto nivel.

A remog¢ao de BBF-5 e de TBF-5 foi avaliada de acordo com a andlise microbioldgica

convencional, técnica de adenosina trifosfato (ATP) e niveis de proteina e carboidrato.

A Prof.” Dr.* Michelle Alfa é mestre em Microbiologia pela Universidade de Manitoba; M. Sc. em
Microbiologia, pela Universidade de New South Wales em Sydney, Australia; é PhD em Microbiologia Médica,
pela Universidade de Alberta. Tem como uma das suas linhas de pesquisa o investimento na avaliagdo da
eficacia e efetividade da limpeza e prevengao de biofilme buildup em endoscopios gastrointestinais flexiveis.
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4.4.2 Variaveis independentes

Combinagdes envolvendo o tipo de solucdo de limpeza, o tipo de dispositivo para

fric¢do, e a desinfecdo de alto nivel foram avaliadas, como demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1 — Combinacées de procedimentos de limpeza e desinfeccio avaliadas para a
remocio de BBF-5 e TBF-5 em canais endoscopicos gastrointestinais de PTFE.

Solucio de limpeza Procedimentos de limpeza Procedimentos de DAN

Pull thru ou escovas de
cerdas ou sem fric¢do + EFP -
250 + enxague + secagem

Detergente enzimatico
g Pull thru ou escovas de

cerdas ou sem fric¢do + EFP  DAN + enxague + secagem
250 + enxague + secagem

Pull thru ou escovas de
cerdas ou sem fric¢do + EFP -
250 + enxague + secagem

Detergente alcalino
g Pull thru ou escovas de

cerdas ou sem fric¢do + EFP  DAN + enxague + secagem
250 + enxague + secagem

Pull thru ou escovas de
cerdas ou sem fric¢do + EFP -
250 + enxague + secagem

Agua de torneira nio estéril
Pull thru ou escovas de

cerdas ou sem fric¢do + EFP  DAN + enxague + secagem
250 + enxague + secagem

EFP (Endo Flush Pump) 250 pump é uma maquina indicada para a limpeza dos canais endoscopicos
gastrointestinais. Tem um ciclo programado para insercdo de 2.210ml de fluido dentro dos canais.

4.5 PROCEDIMENTOS PARA O PROCESSAMENTO E COLETA DE DADOS

4.5.1 Avaliagdo das condi¢des de integridade e composi¢do quimica da superficie interna

dos canais endoscopicos gastrointestinais

As condigdes de integridade de um dos canais endoscOpicos gastrointestinais de
PTFE foram analisadas por microscopia eletronica de varredura antes de iniciar a etapa de
contamina¢do dos corpos amostrais e/ou avaliacdo do impacto da limpeza e DAN nesses

canais.
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4.5.2 Contaminagdo dos canais endoscopicos gastrointestinais

Inoculo bacteriano e matéria organica
Desafio organico

O Artificial Test Soil (ATS: US patente 6,477,990), preparado a fresco, foi utilizado
como o desafio orgdnico de sujidade dos canais endoscopicos gastrointestinais (Alfa,

DeGagne, Olson, 2005).

Bactérias

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)
foram as bactérias utilizadas para o teste de simulacdo. Ambas as bactérias sdo formadoras de
biofilme. As cepas foram retiradas do freezer, semeadas trés vezes agar de tripitona de soja
contendo sangue de ovelha desfibrinado a 5% (4gar sangue). As bactérias foram utilizadas em

todos os experimentos com, no maximo, 24 horas ap0s a terceira semeadura.

Figura 17 — Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442) em placas de agar sangue.

Fonte: Acervo da autora. Coldnias brancas
pequenas: Enterococcus faecalis (ATCC 29212);
Colonias brancas opacas maiores: Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442).

Preparacdo do ATS-bactéria
O ATS-bactéria foi preparado no primeiro dia de inocula¢do dos canais endoscopicos
com o ATS e as bactérias testes. Para uma solugdo final de 100ml de ATS-bactéria,

realizaram-se os seguintes procedimentos:
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a) suspensdo de cada bactéria em 120ml de dgua de osmose reversa estéril em um
frasco estéril;

b) determinagdo da carga bacteriana em um espectrofotometro com comprimento de
onda de 530nm, onde as absorbancias de 0,45 e 0,35 representavam 10°UFC/ml de
P. aeruginosa e E. faecalis, respectivamente;

c) distribuicdo de 100ml da solugdo de cada bactéria em quatro diferentes tubos
conicos estéreis de 50ml, com fechamento posterior deles;

d) Centrifugagdo dos tubos em uma centrifuga ajustada nos seguintes parametros:
10°C, 18 minutos e 3.500 rotagdes por minuto (rpm);

e) retirada dos tubos da centrifuga e encaminhamento para uma cabine de prote¢ao
biologica;

f) remogdo total do sobrenadante de cada um dos frascos, com o uso de pipetas
automaticas, com o cuidado de ndo tocar nos pellets;

g) adi¢do de 12,5ml de ATS em cada um tubos conicos com os pellets das bactérias
(totalizando 50ml de cada bactéria teste);

h) homogeneizagdo da solucdo ATS-bactéria de cada microrganismo até formar uma
solu¢do homogénea em vortex; e

1) mistura de ambas as solucdes de cada microrganismo em um frasco estéril com

tampa e agitacdo em vortex, totalizando uma solugdo de 100ml de ATS-bactéria.

Ao término da preparagdo, realizou-se diluicdo decimal seriada (1:10) de uma aliquota
do ATS-bactéria, até a ordem de 10, cultivo em agar sangue (dilui¢des de ordem de 10 a
10°), em triplicata, e contagem das UFC/ml ap6s 24 horas de incubagdo, checando se a

solugio de ATS-bactéria apresentava 10> UFC/ml.
Técnica de inoculagdo dos canais endoscopicos gastrointestinais com ATS-bactéria
Dois modelos de biofilme (TBF-5 e BBF-5) foram desenvolvidos nesta pesquisa, com

o objetivo de simular o mais préximo possivel as condigdes de formacdo de biofilme no

interior dos canais endoscopicos gastrointestinais flexiveis.
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Biofilme tradicional-5 (TBF-5)

Canais estéreis de PTFE foram dispostos dentro de um recipiente de pléstico
previamente desinfetado com 4élcool a 70%v/v e coberto com uma folha de aluminio
esterilizada. Todo o canal foi preenchido com 20ml de ATS contendo 10°UFC/ml de cada
bactéria teste (ATS-bactéria). O canal de PTFE preenchido com o ATS-bactéria foi conectado
a um tubo de uma bomba peristaltica, formando um sistema fechado, dentro de uma cabine de
protecdo bioldgica (CPB). O tubo foi conectado as roldanas da bomba peristaltica
(Masterflex® Montreal, Canada) e o ATS-bactéria foi circulado pelos canais a 75ml/hora
(Vickery, Pajkos, Cossart, 2004; Vickery et al., 2009) durante 2 horas (Figura 18). Apos a
circulagdo do ATS-bactéria, os canais foram enxaguados com 20ml de dgua de torneira
esterilizada e realizou-se a insercdo de 30ml de ar utilizando uma seringa de 30ml esterilizada.
Os canais foram dispostos no recipiente de plastico, com tampa a temperatura ambiente. Este
procedimento foi repetido durante cinco dias. O biofilme formado nos canais nestes condigdes

foi intitulado biofilme tradicional-5 (TBF-5).

Figura 18 — Perfusdo dos canais de PTFE com o ATS-bactéria na bomba peristaltica.

Fonte: Acervo da autora

Biofilme buildup-5 (BBF-5)

Os mesmos procedimentos descritos anteriormente para desenvolver o TBF-5 em
canais de PTFE foram desenvolvidos para a formag¢ao de BBF-5. Entretanto, a cada dia, apos
o enxague e a aplicacdo de ar, os canais de PTFE foram transferidos para uma cabine com
exaustacio quimica e perfundido com 20ml de glutaraldeido a 2,6% (Metricide®, Orange,

Califérnia, EUA) por 20 minutos a temperatura ambiente, de acordo com as recomendacdes
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do fabricante. Os canais foram enxaguados com 90ml de 4gua de torneira esterilizada e secos
manualmente com 60ml de ar, utilizando uma seringa de 60ml. Os canais foram mantidos na
horizontal dentro de recipientes de plastico fechados até o proximo dia de inoculagdo do ATS-
bactéria. Estes procedimentos foram repetidos a cada dia durante quatro dias. No quinto dia, o
canal foi exposto a solugdo de ATS-bactéria durante duas horas, enxaguado e secado antes
dos testes. Este tipo de biofilme foi denominado biofilme buildup-5 (BBF-5).

Bactérias viaveis ndo foram detectadas (dados ndo mostrados) apds cinco dias de
exposicao ao ATS-bactéria, enxdgue, secagem, DAN, enxague e secagem, o que se configura
as condicdes reais para a formagdo do biofilme buildup (BBF) na pratica clinica. Entretanto,
apos exposicdo do PTFE ao ATS-bactéria, enxague, secagem, DAN, enxdgue e secagem,
verificou-se acimulo de material na superficie interna dos canais de PTFE (Figura 19),
considerado um desafio para processamento dos canais e uma condi¢do que mais se aproxima
do cenario real do uso dos endoscopios gastrointestinais. Este fato justificou a opgdo por
avaliar o impacto da limpeza e DAN do BBF-5 formado durante quatro dias de exposicao ao
ATS-bactéria, enxdgue, secagem, DAN, enxdgue e secagem, e ATS-bactéria e enxdgue no

quinto dia.

Figura 19 - Visualizacio por microscopia eletronica de varredura do acimulo de
material em um canal de PTFE apos ciclos de exposicio ao ATS-bactéria,
enxague, secagem, DAN, enxague e secagem.

20 kV x 40 200 pm —

Fonte: Acervo da autora.
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Embora o fabricante indique que o glutaraldeido 2.6% pudesse ser usado por 14 dias,
para o desenvolvimento do BBF-5 a solugdo desinfetante foi utilizada por quatro dias e a
concentragio minima efetiva (CME) foi avaliada diariamente com fitas teste (Metricide®,
Orange, California, EUA) para garantir a concentracdo adequada (> 1.5%).

Em ambos os modelos de biofilme, a mesma suspensdo de ATS-bactéria foi utilizada
por cinco dias e armazenada em geladeira (2 a 8°C) apds o ultimo ciclo de inoculagdo de
ATS-bactéria de cada dia. O nivel de bactéria na suspensdo do ATS-bactéria foi determinado
antes do primeiro uso e apo6s o ultimo uso no quinto dia de desenvolvimento do TBF-5 e

BBF-5.

4.5.3 Grupos controles e experimentais

A pesquisa foi composta dos seguintes grupos

Controles negativo
Os seguintes controles negativos foram realizados para garantir que os canais de PTFE
esterilizados, utilizados como corpo de prova antes da formagdo de BBF-5 ou TBF-5,
encontravam isentos de microrganismos, assim como as solucdes e dispositivos de limpeza, e
desinfetante avaliados:
- canal de PTFE esterilizado; sem BBF-5 ou TBF-5 e sem exposi¢do ao detergente
ou desinfetante (controle negativo 1);
- canal de PTFE esterilizado; sem BBF-5 ou TBF-5, exposto ao detergente
enzimatico e glutaraldeido 2.6% (controle negativo 2); e
- canal de PTFE esterilizado; sem BBF-5 ou TBF-5, exposto ao detergente alcalino e

glutaraldeido 2.6% (controle negativo 3).

Os controles negativos foram testados com a utilizacao do dispositivo de limpeza pull

thru, escovas com cerdas e sem fricgao.

Controles positivo

Canais de PTFE contendo TBF-5 ou BBF-5, ndo expostos a detergentes, escova de
limpeza de cerdas, dispositivo de limpeza pull thru ou desinfetante representaram os controles
positivo. A realizagdo deste grupo teve como finalidade certificar a quantidade de bactérias,

ATP e residuo orgéanico nos canais de PTFE apds a formagao de TBF-5 e BBF-5.
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Grupos experimentais

Os testes experimentais foram realizados em 18 canais de PTFE (180 cm), sendo 9
canais contendo TBF-5 ¢ 9 com BBF-5. Os canais de PTFE contendo TBF-5 ou BBF-5 foram
submetidos a diversos procedimentos de limpeza e, entdo seccionados e expostos a DAN

como demonstrado no Figura 20.
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Figura 20 - Procedimentos do processamento dos canais de PTFE apods formacio de

TBF-5 e BBF-5, limpeza e DAN.

Q )
Canal de PTFE com TBF-5 (9 canais) ou BBF-5 (9 canais) - Comprimento:
Q )
5 cm - descartado 5 cm - descartado
Q )
Scm

Canal de PTFE com TBF-5 ou BBF-5 - Comprimento: 170cm
Remogao de dois segmentos de Scm para analise do controle positivo (um segmento para
analise microbiologica e um segmento para analise de ATP, proteina e carboidrato)

Q )

Canal de PTFE com TBF-5 ou BBF-5 - Comprimento: 150cm

v v N\

Trés canais: Trés canais: Trés canais:

Imersdo de cada canal em Imersdo de cada canal em Imersdo de cada canal em
detergente enzimatico, detergente alcalino, 4gua de torneira ndo estéril,
exposi¢do por 2 minutos, a exposi¢do por 10 minutos, exposi¢do por 10 minutos, a
33°C+ 3°C.\l/ a 33°C £ 3°C. \l/ 33°C +3°C. \l/

1 canal: pull thru 1 canal: pull thru 1 canal: pull thru

1 canal: escova com cerdas 1 canal: escova com cerdas 1 canal: escova com cerdas

1 canal: sem fric¢ao 1 canal: sem fric¢ao 1 canal: sem friccao

\ \ v

Limpeza na Endo 250 pump com um ciclo de flushing de cada solugdo de limpeza
(detergente enzimatico ou alcalino ou agua de torneira ndo estéril), enxague com agua de
torneira ndo estéril e secagem pela Endo 250 pump.

Q )

75 cm 75 cm
Canal apos os procedimentos de limpeza: 150cm

Q ) Q )
Canal limpo: 75cm Canal limpo: 75cm
10 réplicas de S5cm: \l/
- 5: analise microbiologica;

- 5:andlise de ATP, proteina e carboidrato. ~ DAN manual - glutaraldeido 2,6% por 20 minutos a
temperatura ambiente;
Endo 250 pump: um ciclo de flushing de agua de
torneira ndo estéril e secagem pela Endo 250 pump,
Secagem manual a vacuo por 2 minutos

Q )

Canal limpo e desinfetado: 75cm

10 réplicas de Scm:

- 5: andlise microbiolégica;

- 5:analise de ATP, proteina e carboidrato.
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4.5.4 Solucoes de limpeza

O detergente com enzimas utilizado nesta pesquisa foi o Endozime Bioclean (Ruhof
Corp., Mineola, Nova lorque, EUA), de pH neutro, que possui quatro enzimas (amilase,
protease, lipase e carboidrase) e ¢ indicado pelo fabricante para a remocao de biofilme, em
concentragdes de 4 a 8ml/L, apos tempo de contato de dois minutos, e temperatura da solu¢ao
entre 27 e 44°C. Para os propositos desta pesquisa, este detergente foi utilizado na
concentragdo maxima indicada de 8ml/L, tempo de contato de dois minutos, € com
temperatura de 33 + 3°C.

MediClean (Neodisher®, Miele Ltd, Vaughan, Ontario, Canada) foi o detergente sem
enzimas ¢ com pH alcalino (pH 10.4-10.8) utilizado para teste neste estudo, com tempo de
contato de 10 minutos, com concentra¢do de 30ml/L, ¢ também com temperatura de 33 + 3°C.
Os fabricantes recomendam o uso deste detergente com concentragdo de 5 a 30 ml/L,
temperatura maxima de 40°C e tempo de contato de dez minutos.

Ambos os detergentes sdo indicados para a limpeza dos endoscopios gastrointestinais
flexiveis. Para melhor descricdo didatica, o detergente Endozime Bioclean serd denominado
como “detergente enzimatico” e o MediClean como “detergente alcalino”.

A 4gua de torneira ndo estéril a temperatura de 33 + 3°C e tempo de exposi¢do de dez

minutos foi utilizada como uma soluc¢do de limpeza comparativa.
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Etapas dos procedimentos de limpeza, do enxdgue, da secagem e da desinfeccdo de

alto nivel realizadas nos canais de PTFE podem ser observados na Figura 20.

Figura 21 - Etapas dos procedimentos de limpeza, de enxague, de secagem e de DAN
realizadas nos canais de PTFE.

Fonte: Acervo da autora. a: fric¢do do canal de PTFE com o pull thru; b: enxague do canal; c: secagem do
canal; d: exposi¢@o do canal ao glutaraldeido 2.6%.

4.6 METODOS DE EXTRACAO E ANALISE DAS AMOSTRAS

4.6.1 Método de extracao do PTFE

Apo6s o desenvovimento do TBF-5 e BBF-5, a superficie externa dos canais de PTFE

¥ Winnipeg,

foi desinfetada manualmente com alcool isopropilico a 70%v/v (Stevens
Manitoba, Canadd) e o canal foi disposto sobre uma folha de aluminio esterilizada no interior
da cabine de protecdo biologica. Uma lamina cirurgica de aco inoxidavel estéril (Bard-

Parker”, Beckton-Dickenson, Mississauga, Ontario, Canadd) foi utilizada para cortar os
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canais de PTFE. Cinco centimetros das extremidades dos canais foram cortados e descartados.
Dois segmentos de Scm foram obtidos, um para a contagem de bactérias viaveis e outro para
teste de ATP e andlise de residuo organico (controle positivo). O restante do canal de PTFE
(aproximadamente 150cm) com TBF-5 e BBF-5 foi submetido a diversos procedimentos de
limpeza (Quadro 2). Apos a limpeza, metade do canal (75cm) foi submetido a DAN e a outra
metade (75cm) foi analisada para determinar o impacto da limpeza na remocao de TBF-5 ou
BBF-5. Apo6s todos os procedimentos de limpeza e DAN, o canal de PTFE foi cortado em
segmentos de Scm. Os segmentos foram colocados separadamente em placas de Petri estéreis
e cortados longitudinalmente, e entdo cortados em cinco segmentos menores (10 segmentos
no total). Os 10 segmentos foram colocados em 5ml de 4gua de osmose reversa estéril dentro
de um tubo conico estéril de S0ml para analise de ATP, proteina e carboidrato (cinco réplicas
de segmentos de Scm foram processadas da mesma forma). Para a contagem de bactérias
viaveis, outros 10 segmentos foram colocados dentro de um tubo conico estéril de 50 ml
contendo uma solucdo de extragdo consistindo de 2,5ml de 4gua de osmose reversa estéril e
2,5ml da solu¢dao neutralizante (Tween 80 (SIGMA, St. Louis, Missouri, EUA) 6% (v/v),
lecitina (SIGMA, St. Louis, Missouri, EUA) 0,6% (p/v), L-histidina (SIGMA, St. Louis,
Missouri, EUA) a 0,2% (p/v), tiossulfato de sdédio (SIGMA, St. Louis, Missouri, EUA) a
1,0% (p/v) (Pineau; Philippe, 2013). Apds a imersdo dos segmentos de PTFE na solugdo de
neutralizante e d4gua de osmose reversa esterilizada, os tubos conicos foram agitados por dois
minutos, sonicados por cinco minutos e colocados no vortex por um minuto (as cinco réplicas

dos segmentos de PTFE de cinco cm foram processados desta forma).

4.6.2 Adenosina Trifosfato (ATP)

O teste Ruhof ATP Complete® foi utilizado para medir as unidades relativas de luz
(URL) das amostras analisadas. Ruhof ATP Complete® é um teste recomendado para
monitorar a qualidade da limpeza realizada em produtos para saide como os endoscopios
gastrointestinais. Os resultados sdo apresentados em Unidades Relativas de Luz (RLU) que
representam a quantidade de luz gerada, por meio da reacdo luciferina/luciferase, proporcional
a quantidade de ATP presente na amostra.

O ATP representa um nucleotideo responsavel por armazenar energia nas ligacdes
quimicas e esta presente em todas as células vivas animais, vegetais, bacterianas e fungicas,

como também em células nao vivas.
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A tecnologia ATP proporciona resultados rapidos, de forma simples de realizagdo e
permite intervir de imediato diante da detec¢do do ndo alcance da efetividade da limpeza.

Para realizagdo desta pesquisa, 40ul das amostras processadas em 5Sml de agua de
osmose reversa esterilizada foram colocados no swab teste fornecido pelos fabricantes, com o
auxilio de uma pipeta automatica. O swab teste foi inserido no luminometro do Ruhof ATP
Complete® ¢ o ATP em cada amostra foi mensurado em URL, seguindo as orientagdes

fabricante.

4.6.3 Residuo orgénico

A quantidade de proteina nas amostras foi mensurada utilizando o kit de analise
QuantiPro BCA (Sigma, St. Louis, MO), de acordo com as orienta¢des do fabricante. Este kit
inclui um padrdo de proteina, albumina de soro bovino. Os niveis de carboidrato foram
quantificados de acordo com a técnica descrita previamente por Liu et al. (1994). Os limites
de detecc¢do de proteina e carboidrato ao utilizar estes testes foram de 0,5ug/ml e 10,0pg/ml,

respectivamente.

4.6.4 Quantificacio da carga microbiana

A quantifica¢do da carga bacteriana foi realizada utilizando diluicdo decimal seriada
padrdo, 1:10, com semeadura de uma aliquota de 0,Iml de cada diluicdo em placas de Petri
com agar sangue (Oxoid”, Oxoid Inc., Nepean, Ontario, Canada), seguido de incubagdo de
35°C a 37°C por 24 horas. O limite de detecgdo para contagem de bactérias viaveis foi de
10UFC/ml ou 8,61UFC/cm®. A conversdo de UFC/ml para UFC/cm® para o tamanho dos

segmentos de PTFE que foram analisados estd demonstrada a seguir:

Limite de detecgdo (UFC/cm?”) = 10UFC/ml x volume de extragio

area da superficie interna do segmento de PTFE

Limite de detecgdo (UFC/cm®) = 10UFC/ml x 5ml
5,81 cm’

Limite de deteccdo (UFC/cm?) = 8,61 UFC/cm?

Nota:
Area da superficie interna do segmento de PTFE = 2arh = (2 x (3,14 x 0,185cm x 5cm) =
5,810m2



67

Materiais e métodos

4.7 TESTES CONTROLE DE POSSIVEIS VARIAVEIS DE CONFUSAO

4.7.1 Teste dos detergentes

A atividade antibacteriana contra células planctonicas dos detergentes utilizados nesta
pesquisa , com e sem neutralizante, foi avaliada em triplicata. O controle bacteriano consistiu
de um tubo teste estéril contendo 1.800ul de dgua de osmose reversa esterilizada, sem
neutralizante ou detergente. Para os testes detergente-neutralizante, um tubo esterilizado
contendo 900ul de cada detergente e 900ul do neutralizante (controle detergente-
neutralizante) foi preparado. Para o teste do detergente, um tubo esterilizado contendo 900ul
de cada detergente e 900ul de 4gua de osmose reversa esterilizada (teste do detergente) foi
preparado. Todos os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por cinco minutos. Entao
200ul de uma suspensdo de bactéria de 4log;)UFC/ml foram adicionados em cada tubo e

incubados no tempo de contato e temperatura recomendados pelos fabricantes.

4.7.2 Teste do desinfetante

O teste do desinfetante foi realizado para avaliar a atividade antibacteriana do
glutaraldeido contra células planctonicas com e sem neutralizante, em triplicata. A solucdo de
neutralizante foi preparada como descrito por Pineau e Philippe (2013). Glutaraldeido a 2,6%
foi diluido em 1:10, e 900ul do neutralizante foram mantidos em temperatura ambiente por
cinco minutos. Apos este periodo, 200ul da suspensdo bacteriana (4log;oUFC/ml) foram
adicionados. O controle do inoculo bacteriano (controle positivo) apresentou dgua de osmose
reversa esterilizada ao invés do desinfetante e o controle do desinfetante foi realizado com
agua esterilizada, no lugar no neutralizante. O tempo de exposi¢do do glutaraldeido foi de 20
minutos, a temperatura ambiente.

O numero de bactérias vidveis apds todos os tratamento foi determinado por
inoculacdo e cultivo de 0,Iml da suspensdo direta e na diluicdo decimal na superficie de

placas de Petri com agar sangue. As placas foram incubadas a 35 °C a 37°C por 24 horas.

4.7.3 Teste da agua de torneira

A dagua de torneira das trés pias do laboratério foi coletada em trés dias diferentes e

0,1ml da agua foi inoculado em placas de agar sangue e incubado a 35 °C a 37°C por 48 horas,
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periodo de incubagdo suficiente para a detec¢ao de Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus

faecalis (bactérias testes utilizadas neste pesquisa).

4.7.4 Verificacao do fluxo e descontaminaciao da EFP 250

A EFP 250 foi descontaminada e fluxo desta maquina foi testado antes do uso de

acordo com as recomendagdes do fabricante.

4.8 APRESENTACAO E TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados coletados foram langados no programa Excel e os resultados foram
apresentados em tabelas. A média aritmética e o desvio padrdo das varidveis foram
calculados. Teste de Kruskal-Wallis foi realizado primeiramente para determinar se a
distribuicao dos grupos testados era igual ou diferente. Se distribui¢do diferente, a hipotese foi

rejeitada, e a analise post hoc Dunn-Bonferroni foi realizada para comparar os grupos.
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S RESULTADOS

A média da quantidade de E. faecalis (2,06 x 10°UFC/ml) e P. aeruginosa (1,73 x
10UFC/ml) no ATS utilizado para a formagdo do BBF-5 ¢ TBF-5 no primeiro dia
permaneceu similar a quantidade de bactérias no ATS apds o quinto dia de armazenamento na
geladeira (Enterococcus faecalis - 1,20 x 10°UFC/ml e Pseudomonas aeruginosa - 2,01 x
10UFC/ml. A cultura da 4gua de torneira utilizada para preparar as solugdes dos detergentes
e para o enxague dos canais endoscOpicos gastrointestinais apds a limpeza e a desinfec¢ao
demonstrou auséncia de bactérias ap6s o periodo de incubacgdo. Bactérias também nao foram
detectados nos controles negativos dos canais de PTFE ap6s o uso de detergentes, detergentes
com subsequente DAN e no grupo exposto apenas ao sistema STERIS 1 (controle negativo 1,
2e3).

Os dados na Tabela 1 demonstram que a solu¢do do neutralizante ndo apresenta
atividade antibacteriana. Também, mostra a habilidade do necutralizante de inativar o

glutaraldeido a 0,26% (dilui¢ao de 1:10) e os detergentes avaliados em suas dilui¢des de uso.

Tabela 1 — Avaliacido da atividade antibacteriana do neutralizante, do detergentes e do
desinfetante de alto nivel.

E. faecalis P. aeruginosa
Tratamento Logio UFC/ml Logio UFC/ml
(DP)* (DP)*
Impacto do neutralizante e DAN nas bactérias em suspensio
Sem neutralizante e sem DAN 3,21 (0,04) 3,08 (0,06)
Somente neutralizante 4,02 (0,06) 3,87 (0,11)
Glutaraldeido 0,26% 0 (0,00) 0 (0,00)
Glutaraldeido 0,26% e neutralizante 4,17 (0,10) 1,98 (1,73)
Impacto do detergente na diluicio de uso nas bactérias em suspensio
Sem neutralizante e sem detergente 3,90 (0,08) 3,96 (0,05)
Somente neutralizante 4,13 (0,02) 2,46 (0,08)
Detergente alcalino 4,21 (0,06) 2,43 (0,15)
Detergente alcalino e neutralizante 3,95 (0,03) 3,91 (0,06)
Detergente enzimatico 0 (0,00) 0 (0,00)
Detergente enzimatico e neutralizante 3,83 (0,04) 3,82 (0,07)

* DP: desvio padrdo; As suspensdes bacterianas foram expostas aos detergentes testados nas dilui¢des de uso e
expostos aos tempos recomendados pelos fabricantes. A habilidade do neutralizante em proteger as bactérias em
suspensdo foi avaliada para o DAN em uma diluicdo de 1:10 (0,26%) da concentracdo recomendada pelo
fabricante (2,6%). Os valores listados na tabela como “0” representa resultado menor do que o limite de detecc¢do
para a analise de contagem de bactérias viaveis. Os resultados representam o log;(UFC/ml da média das trés
amostras de todos os testes realizados.
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ATP

Os resultados de ATP para todas as amostras avaliadas, inclusive dos controles
positivos e dos segmentos de PTFE com BBF-5 ou TBF-5, mostraram valores de URLs

inconsistentes, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Unidades relativa de luz nos segmentos de PTFE com TBF-5 e BBF-5
(sujidade e enxague) e apos os procedimentos de limpeza e DAN.

. ~ Média URL
Tipo de Solugio de Tratamentos Sem
biofilme limpeza Pull thru Cerdas .
friccao
Det ¢ Controle + 1514,0 48,0 52,0
CIETECNTE Apos limpeza 0,0 0 1,2
alcalino ,
Apos DAN 0 0,0 0,6
Controle + 408,0 63,0 228,0
TBF-5 A
Detergente  ApoOs limpeza 0,0 0,0 3,8
Enzimatico Apds DAN 0,0 0,0 43,2%
Controle + 112,0 9,0 40,0
Agua de Apos limpeza 0,2 0,8 6,8
torneira Apos DAN 3,0 0,0 1,0
Antes sujidade 3,0 3,0 104,0
Detereente Controle + 44,0 22,0 12,0
5 Apbs limpeza 0,0 0,0 0,0
alcalino ,
Apos DAN 0,0 0,0 0,0
Antes sujidade 19,0 62,0 10,0
BBF-5 Detereente Controle + 19,0 23,0 11,0
CTEeIe  Apos limpeza 0,0 0,2 22
enzimatico
Apds DAN 0,0 0,0 0,0
Antes sujidade - - -
Acua de Controle + 33,0 4,0 8,0
sta Apos limpeza 0,0 0,0 2,4
torneira
Apds DAN 0,0 0,0 0,0

*0s valores das cindo amostras foram: 22, 190, 2, 1, 1 URLs.
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CONTAGEM DE BACTERIAS VIAVEIS

As médias de Enterococcus faecalis € Pseudomonas aeruginosa nos modelos de TBF-
5 apos cinco dias de desenvolvimento foram de 5,83-logUFC/cm® e 6,46-log;oUFC/cm?,
contra 5,20-log10UFC/cm” e 4,47-log10UFC/cm” no BBF-5, respectivamente.

Pelo teste de Kruskall-Wallis, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre a
quantidade de E. faecalis (p=0,099) e P. aeruginosa (p=0,099) nos controles positivo de
biofilme tradicional-5 utilizados para os testes com o detergente enzimatico, detergente
alcalino e dgua de torneira ndo esterilizada, assim como entre a quantidade de E. faecalis
(p=0,066) e P. aeruginosa (p=0,113) nos controles positivo de biofilme buildup-5. Isto
demonstra padronizacdo nas condi¢des iniciais para os testes de limpeza e DAN.

A quantidade de E. faecalis e P. aeruginosa detectada nos controles positivos de TBF-
5 e BBF-5 dos canais endoscopicos gastrointestinais de PTFE e o impacto dos diversos

procedimentos de limpeza e DAN estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 - Comparacio do impacto da limpeza com pull thru®, escovas de cerdas e
auséncia de friccao (flush), com uso de detergente enzimatico, alcalino e
agua de torneira no esterilizada, e da DAN na remocao de E. faecalis e P.
aeruginosa em biofilme tradicional-5.

E. faecalis P. aeruginosa

S(l)il:lgl:;(;:e Tratamentos LogmUFC/cm2 p LogmUFC/cm2 p

TBF-5 6,12 - 6,67 -
PT 0,24 0,021 0,24 0,045
Detergente PT e DAN 0 0,001 0 0,009
enzimatico BR 0 0,001 0 0,009
BR e DAN 0 0,001 0 0,009
Flush 0,24 0,021 3,63 1,000
Flush e DAN 0 0,001 0 0,009

TBF-5 6,42 - 7,15 -
PT 2,24 0,081 0 0,001
Detergente PT e DAN 0,84 0,058 0 0,001
alcalino BR 0 0,010 0 0,001
BR e DAN 0,71 0,189 0 0,001
Flush 3,35 1,000 1,280 0,010
Flush e DAN 0 0,010 0 0,001

TBF-5 5,11 - 5,57 -
, PT 0 0,002 0 0,003
ﬁ)%iziﬂ: PT e DAN 0 0,002 0 0,003
o BR 0 0,002 0 0,003
esterilizada BR e DAN 0 0,002 0 0,003
Flush 1,97 0,190 2,23 1,000
Flush e DAN 0 0,002 0 0,003

PT: Pull thru®; BR: escova de cerdas; DAN: Desinfecc¢do de alto nivel. Dados mostrados como “0” indicou que
o nivel detectavel de bactéria viavel foi abaixo do limite de detecgdo para a analise de contagem viavel. Os
resultados representam o IOgmUFC/cm2 da média das amostras em UFC/cm? de todos os testes realizados. Para o
teste de Kruskal-Wallis, que antecedeu o teste de Dunn-Bonferroni, os valores de “p” foram os seguintes:
Detergente enzimatico-EF: p=0,001; Detergente alcalino-PA: p<0,001; Detergente alcalino-EF: p=0,008;
Detergente alcalino-PA: p<0,001; Agua de torneira nido esterilizada-EF: p<0,001; Agua de torneira ndo
esterilizada-PA: p<0,001. Os valores de “p” apresentados na tabela sdo resultados do teste Dunn-Bonferroni e
representam a comparagdo de cada um dos grupos com o controle e ajustado para compara¢des multiplas.

Nao houve diferenca da eficicia para a remocao de PA em TBF-5 entre o detergente
enzimatico e a dgua, em ambas as situagdes, a limpeza apenas ndo foi eficaz (p>0,05) na
auséncia de friccdo (flush). Por outro lado, o detergente alcalino, associado a todos os
procedimentos de limpeza (auséncia e presenca de fric¢do) e DAN, foi eficaz para remogao de
PA. Para a remog¢@o de EF em TBF-5, a eficdcia da limpeza foi alcanca em todas situagdes
avaliadas (com e sem fric¢do) com o uso do detergente enzimatico; com a dgua, na presenca
de friccdo (pull thru® e escovas de cerdas); e com detergente alcalino, apenas com o método

de limpeza com escovas de cerdas (p<0,05).
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Tabela 4 - Comparacio do impacto da limpeza com pull thru®, escovas de cerdas e
auséncia de friccao (flush), com uso de detergente enzimatico, alcalino e
agua de torneira nao esterilizada, e da DAN na remocao de E. faecalis e P.
aeruginosa em biofilme buildup-5.

E. faecalis P. aeruginosa

S(l)il:lgl:;(;:e Tratamentos Log; UFC/cm’ p Log; UFC/cm’ p

BBF-5 5,42 - 3,64 -
PT 0 0.001 0 0,001
Detergente PT e DAN 0 0.001 0 0,001
enzimatico BR 0 0.001 0 0,001
BR e DAN 0 0.001 0 0,001
Flush 0,84 0.010 2,06 0,010
Flush e DAN 0 0.001 0 0,001

BBF-5 5,10 - 4.70 -
PT 0 0,002 0 0,001
Detergente PT e DAN 0 0,002 0 0,001
alcalino BR 0 0,002 0 0,001
BR e DAN 0 0,002 0 0,001
Flush 0,71 0,190 0 0,001
Flush e DAN 0 0,002 0 0,001

BBF-5 5,10 - 5.08 -
. PT 0 0,002 0 0,003
Aguade  prepan 0,93 0,019 0,84 0,033
o BR 0 0,002 0 0,003
esterilizada BR e DAN 0 0,002 0 0,003
Flush 1,95 0,023 2,80 0,242
Flush e DAN 0 0,002 0 0,003

PT: Pull thru®; BR: escova de cerdas; DAN: Desinfecc¢do de alto nivel. Dados mostrados como “0” indicou que
o nivel detectavel de bactéria viavel foi abaixo do limite de detecgdo para a analise de contagem viavel. Os
resultados representam o log;QUFC/cm” da média das amostras em UFC/cm’® de todos os testes realizados. Os

(331}

valores “p” apresentados na tabela sdo resultados do teste Dunn-Bonferroni e representam a comparagdo de cada
um dos grupos com o controle e ajustado para comparagdes multiplas. Para o teste de Kruskal-Wallis, que
antecedeu o teste de Dunn-Bonferroni, os valores de “p” foram os seguintes: Detergente enzimatico-EF:
p<0,001; Detergente alcalino-PA: p<0,001; Detergente alcalino-EF: p<0,001; Detergente alcalino-PA: p<0,001;
Agua de torneira nio esterilizada-EF: p=0,001; Agua de torneira nio esterilizada-PA: p=0,002.

Para a remocdo de bactérias em BBF-5, formados em canais de PTFE, ndo houve
diferenca da eficdcia para a remocdo de PA entre o detergente enzimatico e o alcalino, em
ambas situagdes, todos os procedimentos avaliados foram eficazes (p<0,05), enquanto que a
agua foi ineficaz para remog¢ao de PA apenas na auséncia de fric¢do (p>0,05). Para a remog¢ao
de EF em BBF-5, o detergente enzimdtico ¢ a agua foram eficazes em todas situagdes
avaliadas; o detergente alcalino, foi eficaz na presenca de fricgdo com o dispositivo pull thru®

e escovas de cerdas (p<0,05).
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RESIDUO ORGANICO

Os niveis de carboidrato e proteina em todos os grupos controle positivo e
experimentais mostram-se inconsistentes, incapazes de detectar TBF-5 e BBF-5, apresentaram
alta variabilidade entre as réplicas e com controles positivos com valores abaixo do limite de

detec¢do, como demonstrado nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Niveis de carboidrato em segmentos de PTFE com TBF-5 e BBF-5 (controle
positivo) e apos os procedimentos de limpeza e DAN.

PT BR Flush
Solucio de
Biofilme Tratamentos Média Média Média
limpea
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
CP LLD LLD LLD
Detergente )
Ap6s limpeza LLD LLD LLD
alcalino
Apos DAN LLD LLD LLD
CP LLD LLD 7,80
TBF-5 )
Detergente  Apds limpeza 3,20 0,84 LLD
enzimatico Apos DAN 6,93 7,24 LLD
CP LLD 1,84 3,58
Aguade  Apods limpeza LLD LLD LLD
torneira Apos DAN LLD LLD LLD
CP 7,63 7,37 4,54
Detergente )
Ap6s limpeza 8,15 9,02 9,86
alcalino
Apo6s DAN 4,76 4,06 3,30
CP 3,76 4,02 LLD
BBF-5 Detergente  Ap0s limpeza 6,19 1,37 1,61
enzimatico Apdés DAN 3,34 6,70 1,01
CP 5,74 6,51 LLD
Agua de Apos limpeza 3,29 3,23 0,94
torneira Apos DAN 4,11 7,80 2,46

CP: controle positivo; LLD: abaixo do limite de detecgdo; TBF-5: biofilme tradicional-5; BBF-5:
biofilme buildup-5; DAN: desinfecgo de alto nivel; PT: pull thru®; BR: escova com cerdas.
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Tabela 6 - Niveis de proteina em segmentos de PTFE com TBF-5 e BBF-5 (controle
positivo) e apos os procedimentos de limpeza e DAN.

PT BR Flush
Solucio de
Biofilme Tratamentos Média Média Média
limpeza
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
CP 13,05 1,16 5,04
Detergente )
Apds limpeza 0,93 2,20 1,68
alcalino
Apbés DAN 2,81 2,34 1,63
CP 3,80 0,76 3,07
TBF-5 )
Detergente  Apds limpeza 0,52 0,91 1,22
enzimatico Apos DAN 0,70 2,19 2,11
CP LLD LLD LLD
Agua de Apds limpeza LLD 0,16 0,37
torneira Apos DAN LLD* 0,63 0,26
CP 3,03 4,61 1,33
Detergente )
Apds limpeza 2,18 1,30 2,74
alcalino
Apbés DAN 0,84 1,08 0,82
CP 1,94 1,33 1,33
BBF-5 Detergente  Ap0s limpeza 1,86 1,04 1,57
enzimatico Apos DAN 1,54 2,06 1,27
CP 1,45 0,64 1,00
Agua de Ap6s limpeza 0,70 0,87 0,45
torneira Apos DAN 1,34 2,43 0,70

* O resultado de uma amostra foi acima do limite de detecgdo (R 42.946).
CP: controle positivo; LLD: abaixo do limite de deteccdo; TBF-5: biofilme tradicional-5; BBF-5: biofilme
buildup-5; DAN: desinfec¢do de alto nivel; PT: pull thru®; BR: escova com cerdas.



: Discussio |



78

Discussdo

6 DISCUSSAO

A presenca de biofilme em endoscopios gastrointestinais completamente processados
foi documentada em diversos estudos (Ren-Pei et al., 2014; Ren et al., 2013; Pajkos, Vickery,
Cossart, 2004). A remog¢ao desta forma de vida microbiana nestes produtos para saude pode
ser dificil ou impossivel (Quiu et al., 2015; Marion et al., 2006).

Desenvolver modelos-teste para avaliar a eficacia dos procedimentos de limpeza e
DAN que simulem as condi¢des do biofilme buildup, que se forma apds varios processos de
utilizagdo e processamento do endoscopio gastrointestinal, faz-se necessario. Diversos estudos
que abordaram este assunto desenvolveram biofilme em condi¢des de perfusdo continua dos
canais endoscopicos gastrointestinais (Pajkos; Vickery, Cossart, 2004; Vickery et al. 2009;
Aumeran et al., 2012; Balsamo et al., 2012; Ren et al., 2013; Ren-Pei et al., 2014; Neves et
al., 2015). Entretanto, este tipo de perfusdo continua para o desenvolvimento de biofilme nao
reflete a forma de acimulo de residuo organico e de microrganismos na superficie dos canais
endoscopicos gastrointestinais flexiveis, que sdo expostos a diversos ciclos de contato com o
trato gastrointestinal do paciente, limpeza, DAN, enxague e secagem. Este estudo ¢ o primeiro
que avaliou o impacto da limpeza com uso de escovas de cerdas e os dispositivos de limpeza
pull thru® e subsequente DAN dos canais endoscopicos gastrointestinais de PTFE apds a
formacao de BBF-5 ou TBF-5. Estes dois modelos de biofilme representam a simulagdo mais
proxima, até hoje realizada, do desafio de biofilme que desenvolve em endoscopios
gastrointestinais apds o uso, principalmente por terem sido formados com a inclusdo da fase
da secagem e da DAN (BBF-5).

Utilizando os modelos de BBF-5 ou TBF-5 em canais de PTFE, os dados
demonstraram que a fric¢do € um importante fator no processo de limpeza, pois promove a
reducdo de 4-7 Log de bactérias. Quando ndo executada, somente a reducdo 3-6 Log ¢
alcangada. No modelo de BBF-5, a limpeza foi eficaz em todas as situa¢des que a fric¢do com
o pull thru® ou escovas com cerdas foi realizada, e no modelo de TBF-5 a limpeza apenas nao
foi eficaz para a remogao de E. faecalis na presenga de fricgdo com o dispositivo pull thru® e
detergente alcalino. Na maioria das condi¢des em que a friccao foi aplicada durante a limpeza
a remocao do biofilme foi quase completa. O mesmo ndo ocorreu diante da auséncia de
friccdo.

O fluxo de fluidos no interior de canais estreitos assume uma caracteristica padrao de

movimentacdo hidrodindmica, conhecida como “fluxo laminar”, em que as forcas de friccdo
o
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exercidas pelo fluxo de liquidos s3o menores na superficie dos tubos em relacdo ao centro
deles (Mills, 2000). Dessa forma, em sistemas de fluxo laminar ha risco minimo de o biofilme
se soltar, e ele ainda pode desenvolver-se (Costerton, 1995). Estudo desenvolvido em linhas
de agua de sistemas odontoldgicos demonstrou que flushing de agua nestas linhas pode
eliminar microrganismos em suspensao, mas nao ¢ efetivo na remocao de biofilmes (Santiago
et al., 1994). Isso ajuda a compreender a maior recuperagao de bactérias nos canais de PTFE
com BBF-5 e TBF-5 quando apenas o flush de agua ou detergente foi utilizado, em
comparagdo com a fricgdo com o dispositivo pull thru® ou escovas com cerdas.

A maior permanéncia de biofilme em canais que nao foram friccionados ¢ preocupante
no que diz respeito ao processamento efetivo dos endoscopios gastrointestinais, pois canais
estreitos, como os canais de ar/dgua, ndo podem ser escovados durante a limpeza. Isso ocorre
devido aos canais de alimenta¢do e saida do cilindro de ar/agua na cabeca de controle do
endoscopio gastrointestinal, que, por causa do design, impedem a introdu¢do de um
dispositivo de friccdo e a juncdo dos canais antes da ponta distal do tubo de insercdo. A
complexidade do design demonstra que, mesmo se uma escova pudesse entrar neste canal, ela
poderia ndo passar corretamente pela regido do cilindro de ar/dgua ou pelo local onde os
canais se juntam, proximo da parte distal do tubo de insercao.

A contaminacdo dos canais de ar/agua apds procedimentos no paciente estdo
documentados (Alfa, DeGagne, Olson, 2010), bem como a contaminagdo persistente destes
canais na pratica clinica, por exemplo, por P. aeruginosa, mesmo ap6s repetidos processos de
limpeza e DAN (Ribeiro; Oliveira, 2012). A importancia da friccdo para a limpeza de canais
estreitos ja se encontra descrita desde 2001 (Dietze et al., 2001; e Ishino, 2001). Ribeiro et al.
(2013) constataram a presenga de poucos equipamentos de uma inica marca que permitiam a
fricgdo deste tipo de canal em servigos de endoscopia em 2011. Todavia, essa pratica ndo era
adotada mesmo dispondo de equipamentos que possibilitavam a friccdo durante limpeza. As
justificativas para a ndo execu¢ao desta etapa do processamento era o ndo conhecimento pelos
profissionais que o canal de ar/agua se contaminada apds o procedimento endoscopico ou do
desconhecimento da existéncia de dispositivos de friccdo de didmetro apropriado ao tamanho
deste canal. Desconhece-se endoscopios gastrointestinais disponibilizados atualmente no
mercado que possui canais de ar/dgua que permitem a fric¢do, configurando um retrocesso
para o alcance da efetividade do processamento destes produtos para a saude.

O tipo de dispositivo utilizado para promover fric¢do nos canais e facilitar a limpeza ¢
muito importante. Contudo, sdo poucos estudos publicados que abordam este assunto (Bajolet

et al.,, 2013). Até o desenvolvimento desta pesquisa, apenas um estudo tinha avaliado a
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eficacia da limpeza dos canais endoscopicos com o dispositivo pull thru® em comparacao
com a tradicional escova de cerdas. O método de analise utilizado foi visual, utilizando
solug¢do de corante colorida, e por peso dos canais antes e apds a limpeza (Charlton, 2007),
ndo sendo este um método de avaliagdo padrdo. Este estudo foi o primeiro que quantificou o
impacto na remog¢ao microbiana e de residuo organico, comparando o pull thru® e as escovas
de cerdas (ambos com tamanho apropriado ao canal utilizado). Os resultados mostraram
auséncia de diferenca estatisticamente significante na eficacia da limpeza realizada com os
dois tipos de dispositivos de fric¢do. Em todas as situagdes que a friccao foi realizada com o
pull thru® ou com as escovas de cerdas, a limpeza foi eficaz, com excecdo da limpeza de
canais com TBF-5 que a andlise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa entre a
limpeza realizada com o pull thru®, com o uso de detergente alcalino. Na perspectiva de
“fatores humanos”, durante a realizacdo deste estudo, o uso do dispositivo de limpeza pull
thru® foi de mais facil utilizagdo, pois requer a passagem somente uma vez pelo canal,
enquanto que para a escova com cerdas foi necessario passar a escova trés vezes pelo canal
endoscopico, de acordo com as recomendagdes do fabricante.

De forma inesperada, quando a fric¢do foi exercida (pull thru® e escovas de cerdas),
ndo houve diferenca no impacto da limpeza realizada com agua potavel de torneira em
comparagdo com os detergentes com e sem enzimas. Em teoria, o processo de limpeza ¢
composto por quatro varidveis, de acordo com o ciclo de Sinner: 1) agdo mecanica; 2) acao
quimica; 3) temperatura; e 4) tempo (Vlkova et al., 2008). Se uma destas variaveis for
exarcebada, consequentemente, a necessidade das outras varidveis para uma limpeza eficaz ¢
menor. Logo, a eficicia da 4gua como agente limpante neste contexto pode ter sido alcangada
devido ao aumento da fric¢do do dispositivo pull thru® ou escovas de cerdas em detrimento
do tensoativo e a utilizacdo da bomba com fluxo EFP 250 que bombeia aproximadamente
2000ml de dgua ou solugdo pelo tubo de PTFE, e também a temperatura da 4gua utilizada de
aproximadamente 33°C. Ressalta-se que o tempo de exposi¢do do canal a 4gua foi 0 mesmo
utilizado para a limpeza com o detergente alcalino. Durante os procedimentos da limpeza dos
canais de PTFE, maior resisténcia de ambos os tipos de dispositivos de friccao foi constatada
com agua quando comparada ao uso de detergentes. Isto, provavelmente, representa o impacto
dos surfactantes dentro dos detergentes que reduz a friccdo entre o dispositivo de limpeza e a
superficie interna do canal de PTFE. Embora a limpeza com a agua e presenga de friccao
tenha sido eficaz na remog¢ao de TBF-5 e BBF-5, ressalta-se que o detergente também tem a
propriedade de lubrificar a superficie do produto para satde, o que ajuda na limpeza e na

maior durabilidade do equipamento. Desta forma, verifica-se a necessidade de demais
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estudos que avaliem a aplicabilidade da limpeza de canais de PTFE somente com dgua no que
diz respeito a integridade e durabilidade do canal, e também a capacidade de remover residuos
organicos.

Neste estudo, o detergente enzimatico apresentou melhor eficicia na remogao de E.
faecalis em BBF-5 e em TBF-5, tanto na auséncia quanto na presenga de friccdo com pull
thru® e escova de cerdas. Embora, de acordo com a andlise estatistica (p=0,010), o detergente
enzimatico, na auséncia de friccao (f/ush), também tenha demonstrado eficacia na remocao de
P. aeruginosa em BBF-5, nestas condi¢gdes, alcangou-se apenas a remoc¢do de
aproximadamente 45% da quantidade inicial deste microrganismo do BBF-5 formado no
canal de PTFE. Por outro lado, o detergente alcalino promoveu melhor remociao de P.
aeruginosa em ambos modelos de biofilme desenvolvidos neste estudo. A dgua comportou-se
de forma similar na remoc¢do de E. faecalis e P. aeruginosa. Infere-se que a maior habilidade
do detergente enzimatico em remover bactéria gram-positiva e o detergente alcalino para
remover bactéria gram-negativa possa estar relacionada a diferenga na constitui¢ao da parede
celular ou da matriz de substancias poliméricas produzidas por estas bactérias e as diferentes
constituigdes dos dois detergentes avaliados. A diferenca da eficacia dos detergentes para a
remocdo de diferentes tipos de microrganismos, refor¢a a importancia de realizagdo de
estudos como estes que utilizam biofilme misto (E. faecalis e P. aeruginosa) para a
verificagdo da eficacia dos processos de limpeza em canais endoscopicos, € também fornece
evidéncias de que a validacdo dos detergentes pelos fabricantes em condi¢gdes que envolvem
biofilme misto, pois simulard melhor o que ocorre na pratica clinica e confere menor risco de
conclusoes de eficacia equivocadas.

Além da importancia de testes de validacdo de solugdes de limpeza com biofilme
misto, o biofilme também precisa ser formado na presenca de matéria organica. O detergente
com enzimas utilizado nesta pesquisa possui em seu rotulo a informagdo de promover a
remocao de biofilme. Isso foi comprovado somente na presenca de friccdo. Este detergente foi
validado de acordo com a ISO/TS 15883-5, anexo F (2005), que representa um dos testes de
sujidade e métodos para demonstrar a eficicia da limpeza em endoscopios flexiveis.
Entretanto, o constituinte de sujidade neste anexo ¢ formado apenas por biofilme de P.
aeruginosa, sem descricdo da existéncia de material organico, o que pode representar um
desafio menor do que o encontrado na pratica clinica.

Na presenca de fricgdo, a limpeza foi eficaz com o uso de detergente enzimatico e
detergente alcalino. Estes dados demonstram que outros tipos de detergentes podem ser

utilizados para a limpeza dos canais endoscOpicos e vao ao encontro de resultados
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encontrados por outros autores (Vickery, Pajkos, Cossart, 2004; Vickery et al., 2009; Fang et
al., 2010; Ren et al., 2013), que mostraram que detergentes sem enzima podem ser mais
efetivos do que detergentes com enzima na remo¢ao de biofilme. Estes dados reforcam a
importancia de validar a formulagdo de cada detergente para a efetiva limpeza de biofilmes
nos endoscopios gastrointestinais, independente se trata de um detergente com ou sem
enzima. O mito nacional do detergente enzimatico que formatou a Enfermagem que elabora
POPs de processamento como “s6 héd limpeza eficiente se o Servico de Saude utilizar
detergente enzimatico” deve ser desfeita urgentemente.

Outra questdo que deve ser levada em considerag¢do durante a validagao dos processos
de limpeza ¢ a utilizagdo de neutralizantes durante a coleta das amostras. A detec¢do de
biofilme em endoscdpios ¢ dependente das solucdes utilizadas para a coleta das amostras e
solugdes que possuem agdo tensoativa sao mais efetivas (Aumeran et al. 2012; Luciano et al.,
2016). Neste estudo, utilizou-se a solu¢do neutralizante proposta por Pineau e Philippe (2013).
E importante notar que esta solugdo nio foi inserida dentro dos canais, mas dentro de um tubo
cOnico, para a posterior introdu¢do das amostras. Este cuidado deve ser adotado na
monitorizagdo da efetividade do processamento dos endoscopios gastrointestinais na pratica
clinica, para evitar possiveis danos aos equipamentos e complicacdes aos pacientes.

Apds a limpeza dos canais de PTFE com TBF-5 e BBF-5 na superficie, o
glutaraldeido foi eficaz na destruicao das bactérias dentro da matriz do biofilme residual na
maioria das situagdes. Houve poucas situacdes em que bactéria vidvel foi detectada apos a
DAN. Entretanto, ndo estd claro como isso foi possivel ao se verificar que muitas das
amostras correspondentes pré-DAN (amostras avaliadas apos a limpeza e antes da DAN) nao
tinham bactérias vidveis. E importante reconhecer que o tempo de acimulo de biofilme
utilizado neste estudo foi de cinco dias. O biofilme acumulado nos endoscdpios utilizados na
pratica clinica por meses ou anos pode dificultar ainda mais a penetragdo efetiva do
glutaraldeido ou de outro desinfetante. Além disso, canais novos de PTFE foram utilizados
neste estudo, os quais ndo apresentavam alteracdes de integridade na superficie, o que pode
acontecer o0 mesmo durante o uso clinico. Pingas de bidpsia e outros acessorios podem
promover ranhuras na superficie dos canais e representar locais apropriados para o acimulo
de microrganismos e formag¢ao de biofilme, além de ser mais dificil de remocao ou destrui¢ao
(Pajkos, Vickery, Cossart, 2004; Buss et al., 2008; Ofstead, et al. 2015).

De acordo com os métodos empregados neste estudo, ndo ¢ possivel comparar os
resultados obtidos quanto ao impacto da limpeza dos canais com TBF-5 e BBF-5. Apos cinco

dias para a formag¢do de biofilme, a quantidade de E. faecalis e P. aeruginosa foi um pouco
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maior no TBF-5 do que no BBF-5, provavelmente, devido a exposicdo do BBF-5 ao
desinfetante. Em experimentos prévios realizados no laboratério (dados ndo publicados),
pode-se verificar que o acumulo de microrganismos para a formag¢do do BBF-5 ¢ mais lento
do que para o desenvolvimento do TBF-5. Entretanto, em condi¢des em que a quantidade de
microrganismos ¢ a mesma, o BBF-5 pode ser mais dificil de ser removido quando
comparado ao TBF-5, devido ao aciimulo ciclico de microrganismos apds diversos ciclos de
utilizagdo, limpeza e exposi¢do aos desinfetantes e secagem, que podem fixar o BBF-5 na
superficie dos canais de PTFE (Alfa, Howie, 2009; e Zhong et al., 2009).

O uso de testes rapidos com ATP tem sido recomendado como confidvel para
monitorar a eficacia da limpeza manual de endoscdpios gastrointestinais (Fushimi et al., 2013;
e Alfa, Fatima, Olson, 2013a,b). Os dados desta pesquisa demonstraram que esta tecnologia
ndo ¢ confiadvel para detectar a presenca de BBF-5 ou TBF-5 dentro dos canais de PTFE pré-
limpeza ou pos-limpeza. Isso, provavelmente, ocorreu devido a remo¢ao do ATP de fontes
organicas (soro e sangue) presentes no ATS2015 pela execugdo dos passos iniciais de
enxague, usados para remover o excesso do test soil e das bactérias planctonicas, restando
somente 0 ATP das bactérias dentro da matriz do biofilme. Dessa forma, a contagem de
bactérias viaveis extraidas das amostras de biofilme pode ter tido ATP bacteriano insuficiente
para ser detectavel. Alfa, Fatima, Olson (2013b) tém demonstrado que ¢ requerido
aproximadamente 2Log;)UFC/ml de bactéria gram-negativa e 3Log;gUFC/ml de bactéria
gram-positiva para gerar 1 URL. Logo, para detectar > 200 URLs, poderia requerer 4 a
6Log0UFC/ml, e esta quantidade foi escassamente encontrada apds a extragdo das amostras.

As limitagdes deste estudo incluem o curto tempo para a formagdo do BBF e a
inabilidade de desenvolver BBF com a possibilidade de recuperagdo de bactérias em niveis

elevados.
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O uso dos modelos de BBF-5 e TBF-5 desenvolvidos por cinco dias em canais de
PTFE forneceu informagdes importantes quanto a necessidade de friccao (pull thru® ou
escova com cerdas) para a efetiva limpeza dos canais endoscOpicos gastrointestinais e a
inabilidade do ATP para detectar TBF-5 e BBF-5, mesmo utilizando a Endo Flushing 250
Pump durante a limpeza. Ao realizar fricgdo, dgua potavel de torneira, detergente com enzima
neutro e detergente sem enzima alcalino foram eficazes para a remocdo de BBF-5 e TBF-5.
Na auséncia de friccdo, detergente enzimatico apresentou maior habilidade para remover E.
faecalis de TBF-5 e BBF-5, detergente alcalino para remover P. aeruginosa, e a d4gua nao foi
eficaz para a remog¢do de ambos microrganismos. DAN com glutaraldeido apresentou
atividade antibacteriana contra as bactérias remanescentes apds a maioria das combinagdes de
limpeza avaliada, demonstrando que falhas da DAN pelo glutaraldeido geralmente acontecem
apos cinco usos dos endoscopios gastrointestinais. Pesquisas posteriores sdo necessarias para
otimizar o desenvolvimento de um modelo de BBF em PTFE que represente o pior cenario,
com niveis adequados de bactérias sobreviventes, e que simule o mais préximo possivel o
BBF formado dentro de canais endoscopicos gastrointestinais processados de forma
inapropriada.

Desta forma, diante dos modelos de biofilme desenvolvidos, e que simulam
atualmente o que mais se aproxima da pratica clinica, recomenda-se que: 1) a limpeza dos
canais seja realizada o mais rapido possivel para evitar ou diminuir o risco de
desenvolvimento de biofilme nos canais endoscopicos gastrointestinais, pois como este estudo
comprovou que a fric¢do ¢ necessaria para a remog¢ao de biofilme e ha canais endoscopicos
gastrointestinais que contaminam apds o exame € que ndo sao passiveis de friccdo, uma vez
desenvolvido biofilme nestes canais, a remo¢do desta forma de vida microbiana sera
impossivel de acontecer e o paciente estard exposto ao risco de adquirir microrganismos de
forma iatrogénica e desenvolver infeccdo associada a este produto para saude; 2) a utilizagao
de detergente enzimatico e alcalino ¢ segura na remocao de biofilme quando associada a
fricgdo com a escova com cerda ou pull thru®; 3) para valida¢ao de processos de limpeza de
canais endoscoOpicos € necessario que o contaminante seja formado por biofilme misto e que

este seja formado na presenca de matéria organica.
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Kazuko Uchikawa Graziano
Professora Titular
Departamento de Enfermagem Médico-Cirurgica
Escola de Enfermagem da USP

July 20, 2015
Dear Professora Graziano,
Re: Ph.D. student Maira Marques Ribeiro at St. Boniface Research Centre

It has been a pleasure to have Maira Ribeiro working in my research laboratory from March 18,
2015 to July 21, 2015. Her research project was entitled: Impact of friction versus flushing only
on removal of buildup biofilm from flexible endoscope channels.

The Objectives included:

1. Develop a standard process of forming buildup biofilm (BBF) within PTFE channels.

2. Assess the ability of flushing alone compared to friction during channel cleaning. This was
achieved using the Ruhof pull thru and bristle channel cleaning devices to remove buildup
biofilm (BBF) as well as traditional biofilm in the PTFE channel model.

3. Assess the impact of enzymatic and non-enzymatic detergents on channel cleaning efficacy.

Maira successfully completed extensive training in my research laboratory at St. Boniface
Research Centre for the techniques she would need to complete her research program (the
documentation of this training has been attached to this letter). In addition she undertook
experimental research to obtain data to address her research project objectives.

Maira proved to be a very intelligent, and hard working graduate student. She was committed to
her research and worked very long hours to ensure all experiments were completed. She wrote
her experimental protocols, carried out the experimental testing and meticulously recorded her
experimental results. She showed excellent analytical skills during discussion of her
experimental data and always related her results to those in the published literature.

Maira successfully completed her research program and is in the process of preparing a
manuscript to submit for publication. This was a very successful research collaboration. Please
don’t hesitate to contact me if you need additional information.

Yours sincerely,

Michelle ]. Alfa Ph.D., FCCM

Principal Investigator, St. Boniface Research Laboratory
Professor, Dept of Medical Microbiology, University of Manitoba

Email: malfa@sbrc.ca Tel: 204 235-3498
409 Tache Ave, Winnipeg, Manitoba CANADA R2H 2A6



