Artigo original
Avaliacao da atividade antimicrobiana do alcool 70% em superficies contaminadas
Evaluation of antimicrobial activity of 70% alcohol on contaminated surfaces

Evaluacion de la actividad antimicrobiana del alcohol 70% en superficies contaminadas

Gisele Aparecida Bernardit, Tania Carla Moura Costal.

1Centro Universitario Autonomo do Brasil, Curitiba, PR, Brasil.
Submisséo: 16/10/2017

Aceite: 06/11/2017

gisele.bernardi@expresso.pr.gov.br

RESUMO

Justificativa e objetivos: O conhecimento da atividade antimicrobiana de antissépticos e
desinfetantes frente a microrganismos potencialmente patogénicos € essencial para o
estabelecimento de estratégias em relacdo ao uso racional destes produtos nos servicos de
salde.O presente trabalho consistiu em analisar a eficacia do alcool 70% em superficies
contaminadas e quantificar as Unidades Formadoras de Coldnias por cm? (UFC/cm?) de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae adicionados
propositalmente em superficies utilizadas em servi¢os de saide como férmica e granito.
Métodos: Analisaram-se superficies contaminadas com microrganismos, e pds-desinfec¢do
com alcool 70%. As amostras foram coletadas utilizando placas de superficie Rodac® para a
contagem das UFC/cm2 Resultados: S.aureus foi o microrganismo mais resistente a
desinfeccdo (média de 0,18 UFC/cm? em férmica e 0,94 UFC/cm? em granito). O granito foi
a superficie de mais dificil remocao dos microrganismos. O alcool mostrou-se estavel até 21
dias ap0s aberto. Conclusdo: Sugere-se que em servicos de salde seja elaborado esquema
de limpeza antes da utilizacdo de desinfetante, sendo o alcool uma boa opgéo principalmente
em superficie de formica.

DESCRITORES: Alcool. Bactérias. Desinfecgo

ABSTRACT

Background and objectives: Knowledge of the antimicrobial activity of antiseptics and
disinfectants against potentially pathogenic microorganisms is essential for the
establishment of strategies regarding the rational use of these products in the health services.
The present work consisted in analyzing the efficacy of 70% alcohol on contaminated
surfaces and quantifying the Colony-Forming Unit per cm2 (CFU/cm?) of Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae added purposely onto surfaces
used in health services, such as formica and granite. Methods: Surfaces contaminated with
microorganisms were analyzed, as were the post disinfection with 70% alcohol. Samples
were collected using Rodac® contact plates for counting UFC/cm?. Results: S.aureus was
the most resistant microorganism to disinfection (average of 0.18 UFC/cm? on formica and
0.94 UFC/cm? on granite). Granite was the most difficult surface to remove microorganisms
from. Alcohol was stable for up to 21 days after opening. Conclusion: It is suggested that in
health services a cleaning scheme should be developed prior to the use of disinfectants,
being alcohol a good option especially on formica surfaces.
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RESUMEN

Justificacion y objetivos: El conocimiento de la actividad antimicrobiana de antisépticos y
desinfectantes frente a microorganismos potencialmente patogenos es esencial para el
establecimiento de estrategias en relacion al uso racional de estos productos en los servicios
de salud. El presente trabajo consistio en analizar la eficacia del 70% de alcohol en
superficies contaminadas y cuantificar la Unidad de formacion de colonias por cm2 (CFU /
cm?) de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae
afiadidas deliberadamente en superficies utilizadas en servicios de salud, como formica y
granito. Métodos: Se analizaron superficies contaminadas con microorganismos, y después
de la desinfeccion con alcohol 70%. Las muestras fueron recolectadas utilizando placas de
superficie Rodac® para el conteo de las UFC / cm2 Resultados: S.aureus fue el
microorganismo mas resistente a la desinfeccion (media de 0,18 UFC / cm2 en férmica y
0,94 UFC / cm2 en granito). El granito fue la superficie de mas dificil remocién de los
microorganismos. El alcohol se mostr6 estable hasta 21 dias después de abierto.
Conclusion: Se sugiere que en servicios de salud se elabora un esquema de limpieza antes
de la utilizacion de desinfectante, siendo el alcohol una buena opcién principalmente en
superficie de formica.

DESCRIPTORES: Alcohol. Bacterias. desinfeccion

INTRODUGAO

O controle da transmissdo de doengas infecciosas € uma preocupacdo antiga,
principalmente entre as profissdes da area da saude. Infec¢bes associadas aos cuidados de
salde ocorrem por causa da interagdo entre pacientes, uso de antibi6ticos, profissionais e
contaminacdo do ambiente hospitalar. Recente atencdo tem sido dada a importancia de
superficies do ambiente hospitalar como fonte de infeccdo cruzada.'?

A limpeza e desinfeccdo efetiva de superficies sdo componentes chaves nas
estratégias de controle de infeccdo sendo essencial para que a cadeia de contaminacéo
cruzada seja quebrada. A recomendacéo cléssica, consiste na limpeza prévia do local com o
uso de &gua e sabdo neutro, seguida de desinfeccdo com um agente microbicida, sendo o
alcool a 70% (p/v) frequentemente utilizado.>>

O nivel de desinfec¢do que pode ser alcancado por um desinfetante é determinado
tanto pela sua capacidade de desnaturar proteinas e inativar enzimas, quanto pela rapidez em
eliminar microrganismos: nivel baixo, eliminagdo da maioria das bactérias, alguns virus e
fungos, sem a inativagdo de microrganismos mais resistentes; nivel intermediério, inativagdo
das formas vegetativas de bactérias, da maioria dos virus e dos fungos; ou nivel alto,
destruicdo de todos os microrganismos, com excecéo dos esporulados.®

O élcool etilico 70% é considerado desinfetante de nivel intermediario, segundo

classificacdo do Center of Diaseses Control and Prevention (CDC). Sua agdo destrdi tanto



pela desnaturacgdo protéica, quanto pela interferéncia no metabolismo microbiano.>’

O alcool possui propriedades microbicidas reconhecidamente eficazes para
eliminar os microrganismos mais frequentemente envolvidos em infecgdes, sendo
imprescindivel na realizacdo de acGes simples de prevencdo como a antissepsia das maos,
a desinfeccdo do ambiente e de artigos médico-hospitalares. Além disso, é adquirido com
baixo custo, possui fécil aplicabilidade e toxicidade reduzida, produz efeito em
aproximadamente 30 segundos, tem boa aceitacdo pelos usuarios e é de facil acesso a
populacéo.>’

O alcool 70% ¢ o ideal para atividade antimicrobiana quando comparado ao 96°GL,
pois seu grau de hidratacdo é mais eficiente comparada a outras concentra¢des alcoolicas,
e a desnaturacdo das proteinas requer dgua. O etanol puro tem atividade desidratante, por
isso tem menos efetividade.>"®

Algumas das limitacGes do seu uso esta relacionada a evaporagdo rapida e por ser
altamente inflamével. Nao deve ser aplicado para procedimentos de longa duracdo, pois ndo
apresentam acgdo residual, exceto quando associados a produtos quimicos que prolonguem
sua atividade antimicrobiana.>’8

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana representa um constante desafio em
todo o mundo. A presenca de microrganismos resistentes a antissépticos e desinfetantes
pode ser resultado do uso indiscriminado destes produtos podendo, em alguns casos
contribuir para a resisténcia a antimicrobianos.*

De modo geral, o risco de uma resisténcia adquirida aos agentes biocidas éconsiderado
pequeno, desde que 0S antissépticos sejam usados corretamente.
Ao mesmo tempo, Vvarios surtos tém sido associados a solugdes antissépticas
contaminadas.!

Mesmo com o0 aumento do nimero de microrganismos multirresistentes em ambiente
hospitalar e em outros servi¢cos de salde, 0s antissépticos e desinfetantes ainda continuam
desempenhando um papel importante no controle das infecgbes hospitalares, atuando de
forma a minimizar a disseminagio de microrganismos.*

O conhecimento da atividade antimicrobiana destes produtos frente a
microrganismos potencialmente patogénicos € essencial para o estabelecimento de
estratégias em relacdo ao uso racional de antissépticos e desinfetantes nos servigos de
salide.>1°

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do alcool

etilico hidratado 70% em superficies de mobilias normalmente utilizadas em servicos de
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saude propositalmente contaminadas com diferentes cepas de bactérias frequentemente

associadas a infeccdes hospitalares.

METODOS

Os testes foram realizados no primeiro trimestre de 2017 no Centro Universitario
Unibrasil. Trata-se de um estudo quantitativo cuja pesquisa experimental foi realizada no
laboratério de microbiologia.

Foram utilizados para o experimento superficies de formica e granito (pecas de
aproximadamente 300 cm?); 500 mL de élcool etilico hidratado 70% na forma liquida obtido
comercialmente que foi transferido para pissete estéril; cepas padrdo de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Kilebsiella
pneumoniae(ATCC 13883).%2

As cepas foram semeadas nos seguintes meios de cultura: 4gar sangue para S. aureus
e 4gar MacConkey para P.aeruginosa e K. pneumoniae. Cada cepa foi suspensa em 10mL
de solucéo salina 0,9% esterilizada, até atingir a escala nimero 1 (um) de Mcfarland - o que
corresponde a aproximadamente 3x10° bactérias por mL; e homogeneizadas por 30
segundos em agitador de tubos, tipo vortex.!

As superficies de férmica e granito passaram pelo seguinte processo de desinfecdo
antes e depois de cada experimento: descontaminagdo com hipoclorito de sédio (2 a 2,5%),
lavagem com &gua e detergente liquido com auxilio de uma esponja e exposi¢do a luz
ultravioleta em cdmara de fluxo laminar por 15 minutos.

Depois da desinfeccdo, uma placa de superficie Rodac® (replicated organisms
detection and couting) que mede a carga microbiana com tamanho de 60x10 mm contendo
agar TSA (trypticasesoy agar) foi utilizada como controle mantendo-a em contato com a
superficie durante30 segundos.*t3

As superficies foram contaminadas com 1 mL de cada suspensdo separadamente e
espalhadas com auxilio de algas de Drigalsky. Trinta minutos ap6s a contaminacéo foi
coletado o grupo controle (sem desinfecgdo) com placas Rodac® contendo &gar TSA,
deixadas em contato com a superficie por 30 segundos. Logo apds cada superficie foi
submetida ao processo de desinfec¢cdo com alcool 70% com auxilio de um pissete, que foi
espalhado com gaze estéril !

Apbs dez minutos, foram feitas novas coletas em cada superficie para cada
microrganismo. Todas as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa. As

unidades formadoras de coldnias (UFC) foram contadas e feitos esfregacos corados pelo
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método de Gram para confirmacéo da morfologia da cepa utilizada.*
O mesmo procedimento foi realizado no dia da abertura do alcool 70%, 7° e 21° dias.
Todos os testes foram feitos em duplicata.’® Os dados obtidos foram comparados a outros

trabalhos.

RESULTADOS

As placas-controle coletadas antes e ap6s contaminagdo mostraram-se negativas e
com crescimento abundante (UFC incontaveis), respectivamente.

A tabela 1 apresenta a media das contagens de unidades formadoras de col6nias por
placa de superficie RODAC® apos desinfeccdo das superficies de formica e granito com
alcool 70% previamente contaminadas com cepas de S. aureus, P. aeruginosa e K.

pneumoniae.

Tabela 1 - Quantidade de unidades formadoras de colonias por placa de superficie (Rodac®) apds desinfeccdo
com élcool 70%.

Staphylococcus aureus

Formica Granito
Dias N° de coldnias UFC/cm? N° de coldnias UFC/cm2
1° 3,5 0,14 91,5 3,66
7° 0 0 2,5 0,10
21° 1 0,4 70 2,8
Pseudomonas aeruginosa
Formica Granito
Dias  N° de coldnias UFC/cm? N° de coldnias UFC/cm2
1° 0,5 0,02 0,5 0,02
7° 0 0 0 0
21° 0,5 0,02 63 2,52
Klebsiella pneumoniae
Formica Granito
Dias N°de colénias UFC/cm? N° de coldnias UFC/cm2
1° 0 0 0,5 0,02
7° 0,5 0,02 5 2,5
21° 1 0,04 55 0,22

Ao comparar as UFC das diferentes espécies bacterianas, observou-se que a cepa
mais resistente a desinfecgéo foi o S. aureus (0,14; 0 e 0,4 UFC/cm? em férmica e 3,66; 0,10
e 2,8 UFC/cm? em granito). P. aeruginosa apresentou boa sensibilidade a desinfeccdo (em
0,02; 0 e 0,02 UFC/cm? paraférmica e 0,02; 0 e 2,52 UFC/cm? para granito) enquanto a

bactéria mais sensivel a desinfecgéo foi K. pneumoniae (0,02; 0 e 0,04 UFC/cm? em formica
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e 0,02; Oe 2,52 UFC/cm? em granito).

Em se tratando das superficies testadas, observou-se que para as trés espécies o
granito foi a superficie de mais dificil desinfeccdo (0,14 e 0,04 UFC/CM? em férmica e
3,66, 0,10 e 2,8 UFC/cm? em granito para S. aureus, 0,02 em ambas as amostras em formica
e 0,02 e 2,52 UFC/ cm? em granito para P. aeruginosa, 0,02 e 0,04 UFC/ cm? em férmica e
0,02, 2,5 e 0,22 UFC/ cm? em granito para K. pneumoniae).

Quanto a estabilidade do lcool apds a abertura do frasco, ndo se observou diferenca
significativa até 21 dias. A leitura do teor alcodlico com alcodmetro de Gay Lussac foi

realizada em todos os dias das analises ndo mostrando variagéo.

DISCUSSAO

A maior resisténcia do S. aureus a desinfeccdo com alcool 70% observada no
presente estudo também foi observada por Bambace em trabalho semelhante com as mesmas
cepas.!! A resisténcia de S. aureus a desinfecgdo também foi observada com hipoclorito de
sodio por Almatroudi, porém novos estudos sdo sugeridos com inclusdo de cepas clinicas e
S. aureus resistente a meticilina (MRSA).?

A hipétese de que o alcool seja menos efetivo para S. aureus pode estar relacionada a
sua parede celular, uma vez que bactérias Gram positivas possuem em sua parede celular
uma espessa camada de peptideoglicano o que pode dificultar a penetragdo do alcool. 4

K. pneumoniae pode ocasionar sérias infeccGes principalmente em pacientes
imunocomprometidos. As infeccBes por este microrganismo tém se tornado mais
preocupante nos Ultimos anos, devido a aquisicdo de resisténcia a carbapenémicos,
tornando-as mais dificeis de tratar. Além disso, a incidéncia de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos esta aumentando anualmente.'® Em se tratando de uma bactéria de grande
preocupacdo em infectologia, no presente trabalho se mostrou bastante sensivel a
desinfeccdo com alcool 70% permitindo-se acreditar que disseminaces dessas infeccBes
podem ser facilmente controladas com simples cuidados de desinfecgdo e anti-sepsia.

Por outro lado, um estudo com cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos
isoladas de amostras clinicas detectou resultado variado quanto a sensibilidade ao alcool
70% mostrando que apenas 52% das cepas foram inativadas. 1sso mostra que mesmo se
tratando da mesma bactéria, a sensibilidade a desinfetantes pode variar de acordo com a
cepa devido aos mecanismos de resisténcia que elas sdo capazes de desenvolver ou adquirir
ao longo do tempo.t® E comum o relato de P. aeruginosa resistentes a anti-sépticos

contaminando solucbes de clorexidina e sabonetes liquidos tornando-se um problema no
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controle de infecgdes por este microrganismo.'? No presente trabalho, esta bactéria obteve
boa sensibilidade ao alcool, indo de encontro ao estudo de Bambace. Salvage também
observou maior sensibilidade da P. aeruginosa entre as cepas analisadas, entre elas S.
aureus, as formulacdes alcodlicas analisadas.>*®

Na avaliacdo das diferentes superficies artificialmente contaminadas no presente
trabalho a eficécia na desinfeccdo da formica também foi observada por Bambace frente a
diferentes microrganismos.’! A maior dificuldade de desinfeccdo do granito pode ser
justificada por imperfeicdes que podem ocorrer neste tipo de superficie. E de conhecimento
que agentes quimicos causam abrasdo e aumentam a porosidade de pedras tornando-as
improprias para uso em longo prazo. Carelli detectou imperfeigdes grandes o suficiente para
reter microrganismos com dimensodes de 0,5 a 5,0 pm mesmo antes da utilizacdo de agentes
quimicos como detergentes e sanitizantes através de microtopografias de superficies de
granito e marmore.’

Por outro lado, Zarpellon ndo observou nenhuma aderéncia em granito ao avaliar a
sobrevivéncia de S. aureus em superficies hospitalares indicando este tipo de material para
ser utilizado em mobilias ou superficies hospitalares.®

A ineficiente desinfeccao de superficies leva a problemas relacionados a persisténcia.
Muitos trabalhos comprovam que microrganismos sdo capazes de sobreviver por longo
tempo em superficies. Em revisdo sobre o assunto, Kramer ndo observou diferenca 6bvia na
sobrevivéncia entre cepas de S. aureus multirresistentes e sensiveis a antimicrobianos.*®
Outro achado foi que bactérias Gram negativas foram descritas com maior persisténcia que
bactérias Gram positivas sendo que condi¢cdes de umidade melhoram a persisténcia para a
maioria das bactérias. Apenas S. aureus demonstrou persisténcia por longo tempo em baixa
umidade.!®

A questdo da persisténcia em superficies oportuniza a formacdo de biofilmes
bacterianos levando a maior dificuldade de remocdo com detergentes e desinfetantes. A
presenca de bactérias multirresistentes, incluindo S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
que sdo protegidas dentro de biofilmes pode representar um importante mecanismo para
promover a prolongada permanéncia de patdgenos no ambiente hospitalar. Como
consequéncia, contatos com profissionais de salde e pacientes com ambiente contaminado
pode resultar na transmissdo ou infeccdo por patdgenos.®

Os requisitos de desinfec¢do visam reduzir no minimo 5 escalas logaritmicas do

inoculo inicial.*® O inoculo utilizado no experimento foi em torno de 10000 UFC/cm?. Para



que se tivessem resultados satisfatdrios, os resultados ndo poderiam ultrapassar 10 UFC/cm?
apos desinfeccdo. Em todas as analises a reducédo foi superior mesmo no 21° dia apds aberto.

Reis ao analisar a estabilidade quimica do alcool, detectou variagcbes quase
despreziveis (0,84%) da concentracio dos principios ativos durante o periodo de 21 dias.*°

Salvage avaliou a aplicabilidade de formas menos concentradas de desinfetantes a
base de alcool para limpeza obtendo excelentes resultados concluindo que as solugfes
podem ser armazenadas e usadas de semanas a meses apos o preparo.®

Trabalhos semelhantes mostram que quando comparado a outros desinfetantes, o
alcool é menos eficaz, porém ele mostrou reducbes bastante significativas de
microrganismos do inoculo inicial.

Embora ndo aprovado pela Center of Diaseses Control and Prevention (CDC) como
desinfetante, o presente trabalho demonstra que o alcool 70% pode ser utilizado para este
fim.4'12

A eficiéncia da sanitizacdo é impactada pelo calor, textura e natureza quimica do
material a ser tratado, area da superficie, topografia e geometria, presenca e natureza dos
inativadores organicos e/ou inorganicos na superficie e a carga microbiana.®

Diferentes condicGes de temperatura e umidade podem resultar em importantes
variagOes na sobrevivéncia de bactérias permitindo-se concluir que os resultados podem nédo
ser generalizados em outras condicdes.®

As variacBes encontradas nas analises feitas em granito sdo justificadas pela ndo
uniformidade do granito uma vez que o local exato de contato das placas Rodac® n&o foi
sempre 0 mesmo.!!

Outra explicacdo para resultados ndo proporcionais € o preparo do inoculo de acordo
com a escala de McFarland de forma visual que permite apenas estimar o nimero de
microrganismos, podendo ter sido preparados inoculo diferentes nas analises.

Sugere-se que em servicos de salde seja elaborado um esquema de limpeza.
Mudancgas simples no processo de higienizagdo podem diminuir ainda mais a adesdo de
microrganismos em superficies.

Em relacdo a superficie ideal para utilizar em servicos de satde a formica mostrou-se
mais eficientemente susceptivel a desinfeccdo. Observa-se que atualmente as bancadas em
granito vém sendo preferidas as bancadas de formicas. Pelo presente trabalho, esta escolha
ndo se mostrou a mais adequada em se tratando de disseminacdo de infecgdes. Porém,
devido aos escassos estudos de aderéncia de bactérias a materiais usados em superficies

hospitalares, mais estudos sdo necessarios para entender mais a fundo porque algumas
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superficies sdo menos favoraveis que outras. 18

Embora o alcool ndo tenha eliminado por completo os microrganismos, o trabalho
mostrou que houve uma reducdo satisfatoria, aliado a boa estabilidade ap6s aberto,
mostrando a importancia da sua utilizacdo no controle de infeccdes.

Mesmo com o0 aumento do numero de microrganismos multirresistentes em
ambientes hospitalares e em outros servicos de salde, os antissépticos e desinfetantes ainda
continuam desempenhando papel importante no controle das infecgdes hospitalares, atuando

de forma a minimizar a disseminacao de microrganismos.
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