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AVALIACAO DA VIABILIDADE DE BACTERIAS PATOGENICAS
SOBRE SUPERFICIES E EFICACIA DE SANEANTES!

EVALUATION OF THE VIABILITY OF PATHOGENIC BACTERIA
ON SURFACES AND THE EFFICACY OF SANITIZERS

Cristiane Antunes Teixeira? e Ana Paula Becker?
RESUMO

Esta pesquisa tratou de um tema fundamental para a area de Ciéncias da Saude, visto ter abordado a questdo
da viabilidade de bactérias sobre superficies e a eficacia de saneantes. Diante disso, o objetivo do presente
trabalho foi encontrar novas alternativas eficazes para a desinfec¢ao de superficies, por meio de testes com pro-
dutos para higienizagao, visto que o produto mais eficaz e amplamente utilizado hoje, o hipoclorito, é toxico e
corrosivo. Para isso, uma suspensdo bacteriana com seis bactérias patogénicas foi preparada e exposta a uma
superficie com tamanho padronizado. Sobre essa superficie foram aplicados: hipoclorito de sodio, alcool 50%,
alcool 70% e detergente. Apoés a realizacdo da exposigdo, foi avaliada a viabilidade da bactéria em fungao do
tempo, realizando-se coletas em periodos determinados (10 min, 6h, 12h, 24h, 48h ¢ 96h). Observou-se que
quando as bactérias sdo expostas juntas na superficie, as enterobactérias (K. pneumoniae ¢ E. cloacae) foram
as que permaneceram vidveis por mais tempo 96h, enquanto que Acinetobacter spp. € S. epidermidis morreram
em 24h de exposicao e S. aureus em 48h de exposi¢ao. Além disso, avaliou-se a eficacia dos produtos, alcool
70% e hipoclorito constatando-se que esses foram capazes de exterminar os seis patdgenos avaliados, enquan-
to os produtos alcool 50% e detergente eliminaram metade ou menos que isso. Conclui-se que o alcool 70%
pode ser utilizado com seguranga em superficies, sendo tao eficaz quanto o hipoclorito.
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ABSTRACT

This research investigated a fundamental theme for the area of Health Sciences, studying the viability of bacteria
on surfaces and the effectiveness of sanitizers. Therefore, the objective of the present work was to find new
efficient alternatives for the disinfection of surfaces, through tests with products for hygiene, since the most
effective and widely used product today, hypochlorite, is toxic and corrosive. For this, a bacterial suspension with
six pathogenic bacteria was prepared and exposed to a standard size surface. On this surface, there were applied:
sodium hypochlorite, 50% alcohol, 70% alcohol and detergent. After the exposure, the viability of the bacteria
was evaluated in relation to time, and the samples were collected at certain periods (10 min, 6 h, 12 h, 24 h,
48 h and 96 h). It was observed that when the bacteria are exposed together at the surface, the enterobacteria
(K. pneumoniae and E. cloacae) were those that remained viable for the longest 96h, whereas Acinetobacter spp.
and S. epidermidis died within 24 hours of exposure and S. aureus within 48 hours of exposure. In addition, the
efficacy of the products, 70% alcohol and hypochlorite were evaluated, which were able to exterminate the six
pathogens evaluated, while the 50% alcohol and detergent products eliminated half or less. It is concluded that
70% alcohol can be safely used on surfaces, being as effective as hypochlorite.
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INTRODUCAO

Por meio de relatos da historia, pode-se identificar o avango do controle das doengas infec-
ciosas, relacionadas a descoberta e uso de potentes agentes antimicrobianos e por técnicas modernas
de assisténcia a doencas complexas (ZANON, 1987). Contudo, ainda convive-se com a difusao de
bactérias multirresistentes e a dificuldade de superar seus diferentes mecanismos de resisténcia e vi-
ruléncia (PELCZAR et al., 1996). Sendo assim, a higienizacdo adequada de maos e superficies tem se
tornado cada vez mais importante (CERQUEIRA; PELEG, 2011). De acordo com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), na RDC n° 275, de 21/10/2002, o conceito de “limpeza”, se aplica
a remocao de terra, residuos de alimentos, sujidades e/ou outras substancias indesejaveis; enquanto
que “higiene” ¢ um sistema de principios ou regras necessarias para evitar doengas € conservar a
saude da coletividade (BRASIL, 2001). A partir do estudo realizado pela ANVISA (2010), sabe-se
que apos ser higienizada, uma superficie reduz aproximadamente 99% a carga microbiana. Ja para as
superficies somente limpas ha uma reducdo de cerca de 80% dos micro-organismos.

O tipo de limpeza se dard de acordo com o ambiente, frequéncia e objetivos a serem alcan-
cados no setor de saude (YAMAUSHI; LACERDA; GABRIELLONI, 2000) e, apesar do avango da
tecnologia e do surgimento de novos produtos para desinfec¢do, o hipoclorito de sédio € o saneante
mais utilizado na desinfec¢do de superficies e para garantir a boa qualidade da 4gua e dos alimentos.
Isso ocorre, devido a sua capacidade antimicrobiana, que quando comparado aos demais desinfetan-
tes, torna-se aceito pelo baixo custo e facil disponibilidade no mercado, entretanto com alta toxicida-
de aos tecidos e poder corrosivo (ANDRADE; MACEDO, 1996).

Tem-se como objetivo geral desse trabalho, avaliar a eficacia de saneantes ja utilizados no pro-
cesso de desinfeccdo de superficies, por intermédio de testes com produtos para higienizagao, além de

analisar a viabilidade desses micro-organismos em superficie (por quanto tempo permanecem Vvivos).
MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do presente trabalho, foram escolhidas as seguintes bactérias para a verifi-
cacdo dos testes: Acinetobacter spp., Enterobacter cloacae, Klebisiella pneumoniae, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis. As bactérias foram obtidas a partir de
uma colecdo de cultura do laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Franciscano, oriun-
das de isolados clinicos. Apds o crescimento overnight em estufa a 37°C, foram preparadas suspen-
soes de aproximadamente 3,0X108unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL) alcangadas pela
leitura da turbidez em espectofotdmetro (600 nm e absorbancia (Abs) de 0,150). Essa quantidade ¢
o dobro da escala padrdo de Mc Farland (1,5x10® UFC/mL) utilizada para ensaios que mimetizem

infeccdes humanas e € bem aceita para trabalhos com superficies. Para os testes de viabilidade foram
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pré-higienizadas as superficies com hipoclorito de soédio e demarcadas seis areas, cada uma com
20 cm x 20 cm. Em seguida, a suspensdo com as 6 bactérias patogénicas citadas foi despejada sobre
a superficie. Cada superficie demarcada foi higienizada com os seguintes produtos: hipoclorito de
sodio (marca RIO 2,5%), alcool 70% (marca Ciclofarma), alcool 50% (levou-se em consideracao
a volatilidade do alcool 70%, quando exposto em bancada) e detergente neutro (marca Hipersul).
O produto ficou agindo por por 10 minutos e entdo foi realizada coleta com swab para avaliagdo da
eficdcia. Para teste de eficdcia de produto, a higienizagdo foi testada de duas formas: (1) embebendo
o produto a ser testado em papel toalha e (2) derramando o produto diretamente sobre a superficie.
Em ambos os casos, foram coletados swabs pré e pos-limpeza.

Além disso, a mesma suspensdo foi despejada sobre outra superficie para avaliagao da viabi-
lidade das bactérias sem adi¢ao de produto e os seguintes tempos foram coletados: 10 minutos (min),
6 horas (h), 12h, 24h, 48h, 96h.

Os swabs (de avaliacdo de eficicia e de viabilidade em todos os tempos) foram inoculados
em caldo brain heart infusion (BHI) por incubacao overnight e, ap6s, semeados em meios de cultura
adequados para identificacdo (agar sangue e Mac Conkey). Os bacilos Gram-negativos foram identi-
ficados pelos testes de fermentacdo da glicose, urease e motilidade e os cocos Gram-positivos pelos

testes de catalase e coagulase.

RESULTADOS

A partir dos testes realizados, foi possivel chegar aos resultados que serdao apresentados a se-
guir. Primeiramente, no teste que avaliou a viabilidade das bactérias, observou-se o crescimento dos
trés bacilos Gram-negativos testados: Acinetobacter spp., K. pneumoniae ¢ E. cloacae, em até 24h. Ja
no periodo compreendido entre 48h e 96h, verificou-se apenas o crescimento dos micro-organismos
E. cloacae e K. pneumoniae.

Quanto aos cocos Gram-positivos, constatou-se que houve crescimento dos trés micro-or-
ganismos testados: S. aureus, S. epidermidis e E. faecalis em até 12h. No tempo até 24h ocorreu o
crescimento de S. aureus e S. epidermidis. J& em 48h houve crescimento apenas do S. aureus. E por
fim, em 96h nao houve crescimento de nenhum coco Gram-positivo. O resultado do crescimento dos
bacilos gram-negativos e cocos gram-positivos de acordo com o tempo de viabilidade pode ser veri-
ficado na tabela 1.

A avaliagdo da eficdcia dos sanitizantes, desenvolvida de duas formas impregnado em papel
toalha e aplicagdo direta) mostrou os seguintes resultados: na analise com hipoclorito de sddio ndo hou-
ve crescimento bacteriano, quando impregnado em papel toalha, o mesmo resultado foi obtido quando
utilizada a técnica de aplicacao direta na superficie no tempo de 10 min. Ja no procedimento em que foi

utilizado o detergente, foi observado o crescimento das seguintes bactérias: K. pneumoniae, E. cloacae,
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Acinetobacter spp., S. aureus e S. espidermidis, na técnica utilizando o papel toalha. Enquanto que na
aplicacao direta na superficie, no tempo de 10 min, houve crescimento somente de K. pneumoniae,
E. cloacae e Acinetobacter spp. Resultados semelhantes foram encontrados utilizando o saneante
alcool 50%, sendo observado o crescimento das bactérias: K. pneumoniae, E. cloacae, Acinetobacter spp.,
S. aureus e S. epidermidis, quando a superficie foi higienizada com papel toalha impregnado pelo al-
cool. Quando o produto foi aplicado diretamente na superficie, agindo por 10 min, constatou-se a pre-
senca somente de: K. pneumoniae, E. cloacae, Acinetobacter spp. e S. aureus. Na higienizagdo com
alcool 70%, utilizando a técnica de impregnagao do produto no papel toalha, observou-se o crescimento
de K. pneumoniae, diferente do resultado encontrado na técnica de aplicagdo direta sobre superficie no
tempo de 10 min, onde ndo foram encontrados micro-organismos. Isso pode ser observado na tabela 2.
Tabela 1 - Resultado da viabilidade bacteriana em fun¢@o do tempo sem aplicacao de desinfetante.

As bactérias foram aplicadas sobre a superficie no tempo zero. Ja nos tempos indicados na primeira coluna,
foi coletado material para analise da viabilidade (morte natural por falta de nutriente).

Tempo Bacilos Cocos
Gram-negativos Gram-positivos

10min K. pneumoniae E. cloacae Acinetobacter spp. S. aureus S. epidermidis E. faecalis
6h K. pneumoniae E. cloacae Acinetobacter spp. S. aureus S. epidermidis E. faecalis
12h K. pneumoniae E. cloacae Acinetobacter spp. S. aureus S. epidermidis E. faecalis
24h K. pneumoniae E. cloacae Acinetobacter spp. S. aureus S. epidermidis X
48h K. pneumoniae E. cloacae X S. aureus X X
96h K. pneumoniae E. cloacae X X X X

Fonte: autoria propria.
X representa a inexisténcia de micro-organismos.

Tabela 2 - Aplicagdo de desinfetante/antisséptico sobre as superficies. Uma suspensio das 6 bactérias

foi aplicada em 4rea pré-determinada sobre uma superficie e os saneantes descritos na primeira coluna

foram utilizados sobre a superficie de duas maneiras diferentes (descritas na segunda e terceira coluna),
a fim de verificar quais das 6 (seis) bactérias permaneciam vivas apds a aplica¢ao do produto.

Sancantes Bactérias vidveis Bactérias vidveis com aplicacdo direta
impregnando papel toalha na superficie e agindo por 10 min
Hipoclorito de sodio X X
Detergente K. pneumoniae K. pneumoniae
E. cloacae E. cloacae
Acinetobacter spp. Acinetobacter spp.
S. aureus
S. epidermidis
Alcool 50% K. pneumoniae K. pneumoniae
E. cloacae E. cloacae
Acinetobacter spp. Acinetobacter spp.
S. aureus S. aureus
S. epidermidis
Alcool 70% K. pneumoniae X

Fonte: autoria propria.
X equivale a inexisténcia de micro-organismos.
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DISCUSSAO

Estudos apontam que a transmissao de patogenos se da pelas maos dos profissionais de satude.
Marchaim et al. (2007), por exemplo, demonstram uma variagdo de 25% a 40% de coloniza¢ao de mi-
cro-organismos nas maos desses profissionais. Os resultados obtidos nessa pesquisa estao de acordo
com os ensinamentos dos autores Venturelli et al. (2009) que, por meio de andlises microbioldgicas,
verificaram a contamina¢do de diferentes tipos de alicates ortoddnticos com bactérias presentes nas
maos dos ortodontistas e essas bactérias permaneceram nos alicates, mesmo apos lavagem com agua
e sabao, e friccdo de alcool 70% por 1 minuto, concluindo que somente a desinfec¢do nao € suficiente.

Silva (2009) relatou atengdo especial as Infecgdes Adquiridas nos Cuidados de Saude (IACS)
pelo Acinetobacter spp. como um micro-organismo com crescente manifestacdo hospitalar nos ul-
timos anos. A capacidade de persisténcia a adaptag@o e as muitas manifestacdes clinicas o torna um
agente infeccioso problematico, sendo essencial utilizar um sanitizante com capacidade de remové-lo
de superficies para evitar a transmissao aos pacientes (VIEIRA; PICOLI, 2015).

Corroborando com a presente pesquisa, os doutrinadores Ferreira et al. (2011) realizaram um es-
tudo em uma Unidade de Terapia Intensiva, onde por 14 dias foram realizadas avaliagdes de superficies.
Ap0s o processo de limpeza, com pano embebido em éalcool 70%, foi realizada cultura e, por meio do
método de inspecdo visual, 20% das amostras acusaram presenca de S. aureus/MRSA, sendo reprovadas.

Um fato constatado na presente pesquisa foi que, quando a superficie foi exposta ao alcool
70%, nao foi observado crescimento para a cepa de Acinetobacter spp., enquanto que a Klebisiella
pneumoniae apresentou crescimento. A maioria das analises demonstra que Acinetobacter spp. € uma
bactéria resistente a desinfec¢do, tanto que ¢ um problema em surtos de infecgdes hospitalares.
Neste estudo essa bactéria ndo permaneceu vidvel apds aplicagao de alcool 70%, no entanto, a bacté-
ria Klebsiella pneumoniae permaneceu viavel. Justifica-se a presenca de K. pneumoniae e a auséncia
de Acinetobacter spp. pois a taxa de crescimento de K. pneumoniae € outras enterobactérias ¢ maior
(MEDEIROS, 1997) e ambas foram colocadas no mesmo momento na superficie (na mesma suspensao
bacteriana). E possivel que se Acinetobacter spp. ndo tivesse competindo com outras bactérias para
crescimento sobre a superficie, permanecesse viavel por mais tempo (RADCLIFFE et al., 2004).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a total eficacia do 4lcool 70% para higieniza-
cdo de superficies com os patogenos testados sendo uma alternativa ao hipoclorito quando a superfi-

cie nao suporta produto corrosivo.

CONCLUSAO

Levando-se em consideragao todo o exposto no presente trabalho, ¢ possivel chegar a algu-

mas conclusdes: quando expostas juntas, as bactérias gram-negativas permanecem viaveis por mais
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tempo em uma superficie, comparadas as gram-positivas. Dentre as gram-negativas, K. pneumoniae
permaneceu viavel por mais tempo, podendo representar um problema na remocao em superficies
contaminadas com fluidos humanos.

Quanto ao efeito dos saneantes, primeiro, constatou-se que apds a higieniza¢do com sanean-
tes, confirmou-se a eficacia do hipoclorito de s6dio como um desinfetante potente na mortalidade de
micro-organismos, bem como o alcool 70%, quando derramado diretamente na superficie tornan-
do-se o ultimo uma alternativa comprovadamente eficaz. Em contrapartida, visto que alcool ¢ um
produto volatil, € necessario cuidar a forma de armazenamento do frasco em uso, pois o alcool 50%

ndo pode substituir o efeito saneante do hipoclorito de sodio e do alcool 70%.
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