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Epigrafe

“O mundo € um lugar perigoso de se viver, ndo por causa daqueles que fazem o mal, mas sim
por causa daqueles que observam e deixam o mal acontecer”.
Albert Einstein


https://www.pensador.com/autor/albert_einstein/

RESUMO

Ambientes hospitalares constituem uma importante fonte de infeccGes, pois sdo capazes de
albergar uma diversidade de micro-organismos capazes de sobreviver em superficies por horas,
dias e meses, aumentando o risco de transmissdo cruzada. Dentre os fungos, 0s géneros
Aspergillus spp. e Candida spp. estdo entre as responsaveis pela maioria das infeccdes
nosocomiais. Este estudo visou identificar leveduras em superficies de ambientes hospitalares
no Norte de MT e as possiveis fontes de contaminagdo, podendo contribuir para o
aprimoramento de medidas de controle mais eficazes de higienizacdo no ambiente hospitalar.
As coletas das amostras foram realizadas nos setores criticos, UTI, centro cirdrgico, isolamento
de UTI e enfermaria em hospitais publicos e privados no Norte de MT por meio de swab estéril.
O material foi semeado em &gar Sabouraud dextrosado com cloranfenicol 0,05%, incubado a
37°C por 48 horas. As colbnias foram avaliadas em suas caracteristicas macro e
micromorfologicas. As leveduras foram isoladas e cultivadas em CHROMagar Candida,
identificando as espécies de Candida spp. de forma sugestiva por meio da pigmentacdo da
coldnia. A confirmacdo das espécies foi realizada por meio do sequenciamento genético. Os
testes de susceptibilidade das leveduras frentes aos desinfetantes e detergentes foram realizados
pela metodologia de disco-difusdo e adaptacdo da microdiluicdo em caldo. Nossos resultados
demonstraram o isolamento de 406 micro-organismos em diferentes superficies nos 3 hospitais
avaliados, antes e ap0s a desinfeccdo e, destes, 39 leveduras em setores criticos como UTI,
diversas superficies das enfermarias e centro cirirgico, respectivamente, sendo as espécies de
maior ocorréncia C. albicans e C. krusei, identificadas presuntivamente por meio cromogeno.
Das espécies confirmadas por sequenciamento, a maior ocorréncia foi de C. parapsilosis e
Trichosporon asteroides. Das 39 leveduras testadas, 100% apresentaram sensibilidade frente
aos desinfetantes MAX CARRINHO (DFM), detergente 3000K (3000K), detergente DSH3
(DSH3), SURFIC 4% (SFC 4%), SURFIC 1% (SFC 1%) e desinfetante MIRAX (MX), por
meio do método de microdiluicdo em caldo adaptado.

Palavras-chave: leveduras; hospital; desinfetantes.



ABSTRACT

Hospital environments constitute an important source of infections, as they are capable of
harboring a diversity of microorganisms capable of surviving on surfaces for hours, days and
months, increasing the risk of cross-transmission. Among fungi, the genera Aspergillus spp.
and Candida spp. are among those responsible for the majority of nosocomial infections. This
study aimed to identify yeasts on surfaces in hospital environments in the North of MT and
possible sources of contamination, which could contribute to the improvement of more effective
control measures for hygiene in the hospital environment. Sample collection was carried out in
critical sectors, ICU, surgical center, ICU isolation and ward in public and private hospitals in
the North of MT using sterile swabs. The material was sown on Sabouraud agar dextrosed with
0.05% chloramphenicol, incubated at 37°C for 48 hours. The colonies were evaluated based on
their macro and micromorphological characteristics. The yeasts were isolated and cultivated in
CHROMagar Candida, identifying the species of Candida spp. suggestively through the
pigmentation of the colony. Confirmation of the species was carried out through genetic
sequencing. Yeast susceptibility tests to disinfectants and detergents were carried out using disk
diffusion methodology and adaptation of microdilution in broth. Our results demonstrated the
isolation of 406 microorganisms on different surfaces in the 3 hospitals evaluated, before and
after disinfection, and, of these, 39 yeasts in critical sectors such as the ICU, various surfaces
in the wards and the surgical center, respectively, being the most common species. occurrence
of C. albicans and C. krusei, presumptively identified by chromogenic means. Of the species
confirmed by sequencing, the highest occurrence was C. parapsilosis and Trichosporon
asteroides. Of the 39 yeasts tested, 100% were sensitive to the disinfectants MAX CARRINHO
(DFM), detergent 3000K (3000K), detergent DSH3 (DSH3), SURFIC 4% (SFC 4%), SURFIC
1% (SFC 1%) and MIRAX disinfectant (MX), using the adapted broth microdilution method.

Keywords: yeasts; hospital; disinfectants.
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AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
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IH - Infeccdo Hospitalar
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MC - Microdiluicdo em Caldo

ML - Mililitro

MRSA - Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina
MX - Desinfetante Mirax

NP - Nippobac

PD - Prodigy

PHMB - Polihexametileno Biguanida

RDNA - DNA Ribossomal
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SCIH - Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar
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1. INTRODUCAO

Ambientes hospitalares albergam uma diversidade de micro-organismos em areas
criticas, especialmente as que apresentam proximidade com individuos hospitalizados em
enfermarias, bercarios, centro cirdrgico, isolamento e unidades de terapia intensiva (UT]I), e sdo
capazes de sobreviver em superficies por vérias horas, dias, meses e até anos, 0 que aumenta
de forma expressiva 0 risco de transmissdo cruzada (OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011;
CARVALHO, 2013).

Diversas superficies dos ambientes hospitalares podem ser classificadas como
contaminadas, dentre elas a mesa de cabeceira, as barras, a cabeceira e grades de cama, 0
colchdo, o telefone, as macanetas e as torneiras das enfermarias, e outros locais nao classicos
como computadores, jalecos, telefones pessoais dos profissionais, bem como roupas protetoras
de chumbo, umidificadores de oxigénio utilizados nos centros cirdrgicos (FACCIOLA,;
PELLICANO; VISALLI, 2019).

As bactérias e os fungos mais comumente isolados nos ambientes hospitalares e que tem
a capacidade de sobreviver na superficie seca por varios meses e anos, tornando-se assim uma
importante fonte de transmissdo sdo Clostidioides difficile, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE), Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Virus, Aspergillus spp. e Candida spp. (CLEVELAND
et al., 2012; OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011; COSTA, 2015; KHAN; BAIG; MEHBOOB,
2017).

Muitas das infec¢des adquiridas por via exdgena nos ambientes hospitalares sdo
decorrentes das atividades e préaticas realizadas pelas méos dos profissionais da area da saude,
infusos, equipamentos, biomateriais e fontes inanimadas ambientais contaminadas (EGRES,
2010), apresentando grande importancia devido ao aumento progressivo e elevadas taxas de
morbidade e mortalidade (WEBER et al., 2010; OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011; FU;
WANG, 2016; KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).

A contaminagdo do ambiente hospitalar pode ser explicada por varios fatores, incluindo
a culturabilidade do micro-organismo, o grau de colonizagdo/infeccdo do individuo
hospitalizado, a facilidade de contaminacdo ou dificuldade de limpeza do ambiente e
desinfeccé@o de equipamentos tais como bombas de infusdo, monitores, aparelhos de presséo,
suportes de soro, comadres, bacias, cubas, cadeiras de banho, e se ha um surto em curso no

momento da amostragem, entre outros (HUSLAGE et al., 2010).
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Dentre os fungos adquiridos em ambiente hospitalar, as leveduras do género Candida
spp. sdo consideradas patdgenos oportunistas, causando desde infeccdes superficiais de pele e
mucosa até infec¢des invasivas (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017; JEFFERY-SMITH et al.,
2018).

Candida albicans é a espécie mais frequente no ambiente hospitalar, porém, outras
espécies de Candida ndo-Candida albicans (CNCA) como C. auris, C. glabrata, membros do
complexo C. guilliiermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. lipolytica, C. rugosa, C. kefyr e
membros do complexo C. haemulonii estdo sendo comumente isoladas. Estas leveduras
apresentam patogenicidade e perfil de sensibilidade frente aos antifingicos, desinfetantes,
detergentes e antissepticos variaveis (JEFFERY-SMITH et al., 2018; SPIVAK; HANSONA,
2018; PEREIRA et al., 2020; RAJA; PARK, 2021). Diversos estudos demonstram um numero
crescente de infeccdes invasivas por CNCA potencialmente multirresistente, estando C. auris
associada a grandes surtos em instalacdes de satde em todo o mundo (AHMAD; ALFOUZAN,
2021; BORGIO et al., 2021; NIMER, 2022; SPETTEL et al., 2022).

Nos Ultimos anos, estudos demonstram a importancia da transmissdo de micro-
organismos por meio de ambientes hospitalares e destacam a necessidade da implantacédo de
estratégias multiplas de controle da disseminacdo de patégenos, principalmente em ambientes
como UTlIs, devido a gravidade e instabilidade do quadro clinico dos individuos hospitalizados,
somados a fatores como desinfeccdo, estrutura fisica, quantidades de equipamentos e
superficies em determinadas unidades (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010; OTTER; YEZLI,
FRENCH, 2011; DATTA et al., 2011).

Diversos estudos demonstram que a desinfeccdo adequada de superficies reduz a
incidéncia de IRAS (WEBER et al.,, 2010; (OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011). Entre
desinfetantes disponiveis, 0os produtos mais utilizados em ambientes hospitalares sdo a base de
cloro e polifendis (DANCER, 2004; GODDARD; MCCUE, 2001). Entretanto, os produtos a
base de alcool ndo podem ser utilizados para grandes superficies, devido a sua baixa eficiéncia
na destruicdo dos micro-organismos (SCHABRUN; CHIPCHASE, 2006).

Os processos de desinfeccdo ambiental sdo indispensaveis e devem ser rigorosamente
seguidos, visando reduzir o indice dos patogenos (DIH, 2019). Novas tecnologias estdo sendo
desenvolvidas para alcancar a desinfeccdo de alto nivel por meio de produtos quimicos tais
como peréxido de hidrogénio acelerado, glucoprotamina, alcool etilico 70% e monopersulfato
de potéssio 1%, e/ou por métodos de descontaminacdo no-touch (sem toque) utilizando

aerolizacdo de perdxido de hidrogénio, 0z6nio ou luz ultravioleta, visando reduzir etapas de
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reprocessamento, diminuindo a exposicdo do pessoal a germicidas, proporcionando reducédo
microbiana significativa e retardando a geracdo de biofilme pelos micro-organismos (DIH,
2019; GONCALVES et al., 2019; ROCHA et al., 2022).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo identificar as leveduras presentes em
diferentes superficies de diversos ambientes hospitalares no Norte de Mato Grosso e as
possiveis fontes de contaminacéo, bem como suas susceptibilidades frente aos desinfetantes e
detergentes utilizados na rotina de desinfeccdo e higienizacdo hospitalar, contribuindo assim

para o aprimoramento de medidas de controle mais seguras e eficazes.

1.1 Revisao de literatura

1.1.1 Infeccdes hospitalares

As infeccOes hospitalares séo infeccdes adquiridas durante a internacdo do paciente ou
mesmo apos o recebimento da alta, desde que os sintomas surjam com intervalo de até 6 meses
apos o recebimento da alta hospitalar desde que a mesma esteja relacionada com a internagéo.
Atualmente, o termo infeccdo hospitalar foi substituido por infecgéo relacionada a assisténcia
a saude (IRAS). Com essa mudanca é possivel relacionar a infeccdo hospitalar ndo somente
com a infeccdo adquirida no ambiente hospitalar, mas também com as oriundas de
procedimentos realizados em outros ambientes que prestam assisténcia em saide, como clinicas
médicas e ambulatorios responsaveis por diagnostico ou assisténcia terapéutica (BAPTISTA et
al., 2020; AGUIAR, 2023).

As IRAS representam um grave problema de satde mundial, visto que apresentam forte
relacdo com as elevadas taxas de morbimortalidade, alterando o tempo de internacdo dos
pacientes, gerando aumento nas despesas com procedimentos terapéuticos e diagndsticos,
situacdo que pode agravar o quadro clinico, principalmente em pacientes internados em UT]s.
Assim, pacientes hospitalizados em UTIs sdo mais suscetiveis as infeccGes por apresentarem
um sistema imunoldgico em supressdo, decorrente do proprio quadro clinico, tratamento com
imunossupressores, antimicrobianos, quimioterapicos ou mesmo uso de dispositivos invasivos
como cateteres, sonda vesical, ventilagdo mecanica, entre outros (LIMA, 2021).

As IRAS podem ser explicadas pela contaminagdo por micro-organismos de artigos
tocados e/ou manuseados pelo paciente e, principalmente, por profissionais de saide, como

estetoscopios, mesas de cabeceiras, cortinas, grades e manivelas de camas, maganetas, suporte
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para hidratagdo venosa, controles de ar e TV, lixeiras, colchdes, entre outros. As superficies
hospitalares contribuem para a infecgéo cruzada secundéria por meio das maos dos profissionais
de salude que atuam naquele ambiente e de instrumentos ou produtos que poderdo ser
contaminados ao entrar em contato com essas superficies (FACCIOLA; PELLICANO;
VISALLI, 2019; ARANTES et al., 2021). Entretanto, a contamina¢do das maos ainda € o
principal fator envolvido na transmissdo das IRAS no ambiente hospitalar (SILVA, 2020).

Outros fatores que podem interferir na contaminacdo cruzada no ambiente de servico de
salde sdo a auséncia e/ou ineficacia na utilizacdo de técnicas de limpeza e desinfeccdo do
ambiente pelos profissionais de salde de superficies Umidas ou molhadas, superficies
empoeiradas ou com matéria organica, e assim, favorecem a presenca de micro-organismos e
desempenham um papel importante na cadeia de transmissdo de diversos patdgenos
nosocomiais aos pacientes (FACCIOLA; PELLICANO; VISALLI, 2019; GONCALVES et al.,
2019; ARANTES et al., 2021; KOSLOWSKI et al., 2021).

1.2 Infecgbes fungicas

Atualmente, os procedimentos cirdrgicos de grande complexidade, perda de integridade
das barreiras naturais, multiplos procedimentos invasivos e terapia antibiética prolongada
contribuiram para o aumento das infec¢Bes fungicas nas UTIs, centros cirdrgicos, unidades de
pediatria, bercario neonatal, clinica médica efou cirirgica (PEMAN; ZARAGOZA;
SALAVERT, 2013; DAHIYA et al., 2020; OHNISHI et al., 2022).

Dentre as infec¢des fungicas sistémicas oriundas por fungos oportunistas, a candidiase é
a mais frequente ocorrendo principalmente em pacientes imunodeprimidos, sendo
protagonizada principalmente por leveduras do género Candida spp. (PAPPAS et al., 2018).

Em um estudo realizado em Assam na india por Saha et al. (2022), foram isoladas
leveduras do género Trichosporon spp., Cryptococcus neoformans e Candida spp. em pacientes
imunocomprometidos, incluindo portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), provavelmente devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro,
em pacientes que realizaram transplantes de 6rgaos, ou em tratamento para cancer.

Candida albicans ¢ responsavel por 80% das infec¢des, contudo as infec¢bes causadas
por Candida do género néo albicans (Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei,
Candida dubliniensis) tem se tornado cada vez mais frequentes nas infecgOes hospitalares,

ocasionando um aumento nos casos de morbidade e mortalidade dos pacientes (CIUREA et al.,
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2020; KIM et al., 2022; WIEDERHOLD, 2022). Dentre as ndo albicans destaca-se Candida
parapsilosis, como a mais comumente encontrada nas candidemias e, a ocorréncia que pode ser
explicada devido ao fato de possuir maior capacidade de sobreviver nas superficies ambientais,
podendo facilmente colonizar as méos ou 0s equipamentos utilizados pelos profissionais de
salde, contribuindo com a disseminacdo das infeccbes nosocomiais (KIM et al., 2022;
WIEDERHOLD, 2022).

Uma outra espécie de CNCA gue recentemente tem ganhado maior atencdo em escala
global é a Candida auris, mesmo se tratando de uma espécie nova ja traz grandes preocupacoes
no ambito da saide mundial, devido apresentar elevados indices de resisténcia aos antiflingicos
disponiveis atualmente tornando-se com isso um patdgeno de grande preocupacgdo devido sua
capacidade de emergir para varios paises do mundo (PAPPAS et al., 2018; WIEDERHOLD,
2022).

A preocupagdo mundial é a potencial capacidade dos micro-organismos desenvolverem
multirresisténcia aos desinfetantes, antissépticos e antifungicos disponiveis no mercado,
dificultando os esquemas terapéuticos disponiveis para esses micro-organismos, que ainda sdo
muito limitados quando comparados aos esquemas antibacterianos (CHAOUI et al., 2019;
RODRIGUES, 2023).

1.3 Desinfec¢do dos ambientes e superficies hospitalares

A grande descoberta sobre o importante papel das méos dos profissionais da salde na
cadeia de transmissdo de patdgenos dentro das unidades de assisténcia em saude e com isso a
importancia de se realizar a higienizagdo das maos, surgiu no século IX, por Marimonides.
Seguidamente por Ignaz Semmelweis, que comprovou a grande eficicia da higienizacao das
maos, através da prevencdo da transmissdo da febre puerperal (SOUZA et al., 2023).

No geral os ambientes hospitalares tendem a ser viabilizadores de salde e bem estar aos
seus usuarios, porém, podem também ser reservatorios ou fonte de contaminacgao para 0s seus
pacientes. Com as superficies limpas e desinfetadas séo capazes de eliminar em até 99% dos
patdgenos, enquanto as que foram apenas limpas representam um indice de eliminacdo de
micro-organismos de cerca de 80%. E importante salientar que os padrdes de assepsia e de
higiene do ambiente hospitalar podem contribuir para evitar uma possivel contaminacdo dos
pacientes através do ambiente hospitalar contaminado (ANDRADE; ANGERAMIA;
PADOVANIB, 2020).
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Para o processo de limpeza das unidades hospitalares tem sido indicado principalmente a
utilizacdo de compostos quimicos, produtos que apresentem acdo germicida, visando destruir e
remover 0s micro-organismos presentes nas superficies. No Brasil existem varios produtos que
apresentam principios ativos fendlicos ou compostos organicos e inorganicos liberadores de
cloro ativo, ou que apresentam em sua composi¢do principios quaternario de aménia ou &lcoois
indicados para higienizacdo desses ambientes (ANDRADE; ANGERAMIA; PADOVANIB,
2020).

A UTI é um setor do hospital que atende pacientes que necessitam de cuidados 24 horas,
devido a alta complexidade do quadro clinico dos mesmos, uma vez que este setor concentra a
maior taxa de infeccOes hospitalares segundo estudos, deve ser considerado o setor prioritario
nos processos de higienizacao e desinfeccdo, devido ao alto nimero de procedimentos invasivos
realizados nos pacientes que encontram-se internados neste setor (GENARIO et al., 2022).

O procedimento de limpeza pode ser ineficaz quando parametros importantes sao
ignorados, como tempo de exposicao, temperatura, concentracdo do sanitizante e aplicacdo do
produto sobre a superficie, quando ocorre uma baixa concentracdo do produto em contato com
0s patogenos pode levar a uma possivel selecdo de micro-organismos resistentes (BASSANI,
2017).

Um grande avanco na busca pela reducgédo e controle das IRAS foi a implementacdo do
setor de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), através da Lei 9431 em 1997, que tornou
obrigatdrio a implementacdo do setor assim como a do Programa de controle de IRAS que
buscam reduzir ao maximo possivel as taxas de incidéncia assim como a busca a diminuicao da
gravidade das Infecgdes Hospitalares (ALMEIDA et al., 2022).

1.4 Justificativa

Acredita-se que os ambientes hospitalares sdo locais responsaveis por trazer satde e bem
estar, porém, podem apresentar-se como um local de risco, pois tornam os pacientes internados
suscetiveis a adquirir infecgdes por micro-organismos como bactérias, virus e fungos
multirresistentes, prolongando o tempo de internacdo e aumentando as taxas de mortalidade.
As IRAS séo responsaveis por cerca de 45 mil obitos anuais no Brasil, provocando um impacto
na taxa de morbimortalidade registrada no pais (AGUIAR, 2023; ROCHA, 2019).
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A desinfeccdo dos ambientes hospitalares visa prevenir a disseminagdo das infeccoes,
assim como diminuir o grau de resisténcia apresentados pelos micro-organismos que compdem
a microbiota desses locais (CHAGAS, 2011).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia de leveduras potencialmente patogénicas isoladas de superficies de
ambientes hospitalares no Norte de Mato Grosso e a sua susceptibilidade frente a desinfetantes

e detergentes utilizados na rotina hospitalar.

2.2 Objetivos especificos

e  Verificar a existéncia de leveduras patogénicas em diferentes superficies em
ambientes criticos hospitalares.

° Identificar as espécies de leveduras por método fenotipico CHROMagar Candida,
e genotipico.

e  Avaliar o perfil de susceptibilidade in vitro das espécies isoladas frente ao cloreto
de alquil dimetil benzil amonio (cloreto de benzalcdnio) e polihexametileno
biguanida (PHMB) (Marca SURFIC®, MIRAX BG), &cido alquil benzeno
sulfonico (Marca— MAX detergente — AudaxCo), hipoclorito de sédio (2%),
peréxido de hidrogénio (4,5%), cocoamida propil betaina etoxilada, alcool graxo
carboxipropixado, gluconato de sodio, hipoclorito de sédio (Marca NIPPO-LAT

3000 K) por meio do método de microdiluicdo em caldo e disco difuséo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo e local da pesquisa

O instrumento utilizado no projeto de pesquisa foi caracterizado como descritivo e
experimental (GIL, 2008).

O estudo foi aprovado pela Pro-Reitoria de pesquisa n® 170/2022, e as coletas das
amostras ambientais foram autorizadas pelos hospitais privados e publicos.

As amostras de superficies de ambientes hospitalares (mesas de atendimento, cirurgia,
camas, pisos, azulejos, pias, torneiras, bebedouros, travesseiros, fechaduras, mesas de preparo
de medicamentos, equipamentos de administracdo de medicamentos, ventilador mecanico,
oximetro, esfigmoman6metro, termémetro, grades de contencao, macas, cadeiras de roda, entre
outros) foram coletadas em é&reas criticas como centro cirdrgico, UTI adulta e pediétrica,
enfermarias, quartos de isolamento e banheiros, sendo definidas de acordo com as possiveis
fontes de contaminacdo, nos hospitais publicos e privados no municipio de Sinop — MT, no
periodo de abril de 2022 a maio de 2023. As coletas foram realizadas em dois momentos, antes

da limpeza e apdés a limpeza, conforme a disponibilidade e necessidade da rotina hospitalar.

3.2 Coleta das amostras

As amostras das superficies de ambientes hospitalares foram coletadas com auxilio de
swabs estéreis, onde os mesmos foram friccionados contra as superficies e acondicionados em
tubos contendo 1 mL de salina estéril, devidamente identificados, posteriormente o material foi
transportado em caixas de isopor ao Laboratorio de Analises Microbioldgicas e Parasitoldgicas

da UFMT, Campus Sinop para serem processados.

3.3 Processamento das amostras

Os tubos contendo as amostras foram centrifugados por 5 minutos a 5000 rpm e, em
seguida, 100 pL do pellet foi semeado em meio Agar Sabouraud Dextrosado (SDA) a 2%
acrescido de cloranfenicol a 0,05%, incubado a 25°C por um periodo de 5 a 7 dias. Apos 0
crescimento fungico, as coldnias isoladas foram analisadas quanto as suas caracteristicas

macroscopicas: coloragdo (superficie e reverso), textura (cotonosa, velutinea, algodonosa,
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cremosa) e tempo de crescimento. Essas caracteristicas foram de suma importancia, pois
auxiliaram na identificacdo do provavel agente etioldgico. A andlise microscopica da cultura
foi realizada utilizando corante lactofenol azul algod&o e observada ao microscopio éptico nas
objetivas de (10X e 40X). As colbnias com caracteristicas leveduriformes foram reisoladas em
tubos contendo SDA e submetidas as mesmas condic¢Bes de incubacdo e temperatura para a
obtencdo de coldnias Unicas. Em seguida, foi realizada pesquisa de leveduras capsuladas do
género Cryptococcus sp por meio do corante tinta nanquim e culturaem CHROMagar Candida
(Kasvi) para realizar a identificagdo presuntiva de leveduras do género Candida por meio da
coloragdo expressada pela colonia isolada. Seguindo as orientacbes do fabricante para o
CHROMagar® Candida (Kasvi), as col6nias que expressaram coloracao de verde-claro a verde
médio, sugere-se C. albicans; col6nias azuis acinzentadas, cinzentas-azuladas a azuis
esverdeadas ou azuis metalizadas com ou sem halos violetas no meio circundante, C. tropicalis;
colonias planas de grande dimens&o, cor-de-rosa claro a vermelho claro com um rebordo
esbranquicado, C. krusei; coldonias malva-marrom C. glabrata, colénias branco a lilas C.
complexo de parapsilosis, demais coldnias para as cores inespecificas, sugestivas para as
demais espécies (BAYONA et al., 2022).

3.4 ldentificagdo Molecular

3.4.1 Extracdo do DNA gendmico

Para a extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA), os isolados foram semeados em
placas de Petri (90 mm) com meio SDA, ap6s crescimento a 37°C por 48 horas apenas a coldnia
Unica (pura) foi selecionada para realizar a obtencdo de massa celular. A colénia selecionada
foi semeada no mesmo meio de cultura com incubacdo overnight a 37°C. O DNA gendmico
das leveduras isoladas foi extraido utilizando o kit Gentra® Puregene® Yeast and Gram
positive Bacteria (Qiagen®, Maryland, USA) em conformidade com as instrucGes do fabricante
e foi realizada a quantificacdo por espectrofotometria (NanoVue PlusTM GE Healthcare). A
integridade do DNA foi verificada através da eletroforese em gel de agarose a 1% em tampéao
1X TBE (0,1 M Tris-HCI pH 8,4; 0,09 M de é&cido borico; 0,001 M EDTA) por
aproximadamente 1 hora a 90 V. Logo apos, o gel foi submerso numa solucédo de brometo de
etidio (InvitrogenTM, Carlsbad, CA USA) com concentragdo final de 0,5 pg/mL durante 30

minutos onde as bandas foram observadas sob luz ultravioleta (UV) através de um
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transiluminador (HOEFER®, MacroVue UV-20), garantindo a qualidade da amostra para
realizacdo do sequenciamento dos isolados (MOREIRA, 2019).

3.4.2 Sequenciamento

A confirmacdo da espécie das leveduras foi realizada pelo sequenciamento parcial da
regido intergénica (ITS1-5.8S-1TS2) de DNA ribossomal (rDNA) por meio das seguintes
sequéncias iniciadoras Senso ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e Anti-senso 1TS5
(5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’). As condi¢cdes de PCR utilizadas foram iguais as
previamente descritas para amplificacdo da regido intergénica (ITS1-5.8S-1TS2). O
sequenciamento foi realizado nas dire¢fes 5" e 3" por meio do sequenciador ABI-3730 (Applied
Biosystems) e kit comercial Big Dye Terminator Sequencing (Applied Biosystems) na
plataforma de sequenciamento da Fiocruz, o alinhamento e as analises filogenéticas foram
realizado através do software Mega X, logo ap6s as sequéncias foram comparadas com as
depositadas no banco de dados do NCBI/GenBank sob supervisdo do Prof. Dr. Manoel Marques

Evangelista Oliveira.

3.5 Susceptibilidade aos desinfetantes e detergentes utilizados na higienizacéo dos

ambientes hospitalares

3.5.1 Desinfetantes e detergentes

Composicdo quimica dos reagentes testados, cloreto de alquil dimetil benzil aménio
(cloreto de benzalconio) e polihexametileno biguanida (PHMB) (Marca SURFIC®), quaternério
de amdnio e biguanida polimérica (Marca MIRAX BG), acido alquilbenzeno sulfénico (Marca—
MAX detergente - AudaxCo), hipoclorito de sédio (2%) (Marca LEUCO -CLOREX), peréxido
de hidrogénio (4,5%), cocoamida propil betaina etoxilada, alcool graxo carboxipropixado,
gluconato de sodio, hipoclorito de sédio (Marca NIPPO-LAT 3000 K), diluidos em agua
destilada conforme instrucOes de cada fabricante. Nomenclatura e classificagdo dos composto
testados, desinfetantes, MIRAX (MX), NIPPOBAC (NP), MAX CARINHO (DFM),
PRODIGY (PD), SURFIC4% (SFC4%), SURFIC1% (SFC1%), Detergentes MAX (DTM),
3000K (3000k), DASH3 (DASH3), e CLORO LEUCO-CLOREX 133 (CLX). Os mesmos
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foram utilizados para os testes nas concentragdes utilizadas pelos hospitais participantes da

pesquisa.

3.5.2 Teste de susceptibilidade in vitro

A atividade dos desinfetantes sobre o crescimento leveduriforme foi determinada por
meio do método da microdiluicdo em placa adaptado (DONOFRIO et al., 2014). Aos orificios
das microplacas com (96 orificios com fundo chato) foram adicionados 200 uL de suspensao
de leveduras isoladas que foram preparadas diretamente em cada composto dos reagentes
utilizados pelos hospitais para rotina de desinfeccdo e higienizacdo dos ambientes e superficies,
0s compostos quimicos analisados que compdem os reagentes utilizados para as limpezas foram
0 PHMB, &cido alquil benzeno sulfénico, hipoclorito de sédio (2%), perdxido de hidrogénio
(4,5%), cocoamida propil betaina etoxilada + alcool graxo carboxipropixado+hipoclorito de
sodio, clorexidina. Cada suspensdo preparada continha, entre 102 a 103 de quantidade de
leveduras isoladas/mL suspensdo preparada diretamente em cada composto testado, sendo
confirmada por meio de contagem em camara de Neubauer.

Como controle positivo, para controle de crescimento de cada isolado, foi utilizado 200
pL de suspensdo da levedura na auséncia do desinfetante. Para controle negativo foi utilizado
200 uL de cada desinfetante/detergente para confirmar a esterilidade dos mesmos. Todos 0s
testes foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes.

A inibicdo do crescimento foi determinada por meio da diferenca de absorbancia em 620
nm (espectrofotdmetro multicanal) obtida antes e apds incubacao por 48 horas a 37 °C. Para
confirmagéo da inibi¢do do crescimento, foi realizada a cultura por meio da semeadura de 1uL

de cada reacdo em agar SDA.

3.5.3 Teste de susceptibilidade por disco-difuséo

A determinacdo da inibicdo do crescimento das leveduras isoladas frente aos
detergentes/desinfetantes utilizados para desinfec¢do dos ambientes hospitalares foi realizada
por meio do método de disco-difuséo por Bauer et al. (1966) adaptado por Rabanal et al. (2002)
e Karaman et al. (2003). Inicialmente, foram preparados discos de filtro de papel com 6 mm de
didmetro estéreis, e foram emergidos em cada solucdo desinfetante utilizada na rotina

hospitalar. Em seguida, foi realizada a semeadura em diferentes sentidos, de forma uniforme,
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de 108 UFC (Unidade Formadora de Coldnia)/ mL a DO de 0,1 na escala de McFarland de cada
levedura isolada em &gar infusdo cérebro coracdo. Apos secagem, os discos foram adicionados
sobre a semeadura e, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Foram realizados testes
com cepas padrdes, sendo Candida krusei ATCC 6258 e Candida albicans ATCC 90028.

A leitura do teste foi realizada por meio da medicdo do halo de inibicdo, sendo
considerados como resistentes quando houve crescimento leveduriforme, e para inibicdo
quando houve formacéo de halo de inibicdo. Até 0 momento, ndo existem estudos padronizados
para desinfetantes e detergentes, sendo este teste realizado para triagem da susceptibilidade das

leveduras frente aos desinfetantes e detergentes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 278 coletas de superficies de diferentes setores como isolamentos e
leitos de UTIs, apartamentos/enfermarias e centros cirargicos de 3 hospitais, 1 da rede publica
(hospital A) e 2 da rede privada (hospital B e hospital C), no periodo de abril de 2022 a maio
de 2023. Desse total, 245 (88,12%) foram positivas para bactérias, fungos filamentosos e
leveduras, sendo isolados 406 micro-organismos, e 33 (21,88%) foram negativas. Dos 406
micro-organismos isolados, 28 leveduras foram isoladas das superficies das UTIs e 11 das

enfermarias e centro cirdrgico, conforme demonstrado na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Numero de micro-organismos isolados de acordo com os setores hospitalares no
Norte de Mato Grosso

Hospitais Setor Bacterias / Leveduras
Fungos filamentosos
Centro Cirargico 0 0
UTI 129 12
A
Enfermaria 37 2
Centro Cirargico 79 1*
UTI 135 16
B
Enfermaria 16 4
c Enfermaria 10 4
Total 406 39

* Ap0s desinfeccéo total.

Diversos estudos demonstram que a reducdo do risco decorrente da disseminagdo de
micro-organismos patogénicos presentes em superficies de ambientes hospitalares é um desafio
consideravel para o bom funcionamento do setor de servicos de assisténcia a satde, e que o tipo
e a quantidade destes depende diretamente das caracteristicas do ambiente, da circulacdo de
profissionais da saude, pacientes e visitantes, das condic¢des climaticas (a sobrevivéncia de
muitos micro-organismos é fortemente influenciada pelo grau de umidade), da presenca de

superficies e equipamentos constituidos por materiais que promovem o crescimento microbiano
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e sobrevivéncia, da rapidez com que sdo removidos do ar e da implementacéo correta de todos
0s padrdes de higiene esperados (PROTANO et al., 2019; LEMIECH-MIROWSKA et al.,
2021). As bactérias Gram-positivas sobrevivem mais facilmente em ambientes e superficies
que sdo secos, ao contrario das Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras, que
sobrevivem principalmente em ambientes sujos e Umido (SULEYMAN; ALANGADEN;
BARDOSSY, 2018).

Das 39 leveduras isoladas nas superficies dos ambientes hospitalares, as UTlIs
apresentaram maior incidéncia nos teclados dos computadores com 10,26%, seguido por
bancadas com 7,70%, mesas auxiliares, equipamentos, controle do ar condicionado, tampa da
lixeira, macaneta interna e pegador do banheiro com 5,14% cada, armario de aco, piso do
quarto, pia, colchdo, cortina, escada auxiliar, interruptor, leito, parede e vaso sanitario com
2,56% cada. No setor do centro cirargico, apos desinfecc¢ao total, foi isolado 1 (2,56%) levedura
no armario de medicamentos. Na enfermaria foram isoladas 4 leveduras (10,26%) no piso dos
banheiros, 2 (5,14%) na pia, 1 (2,56%) na parede do quarto, 1 (2,56%) na torneira e 1 (2,56%)
no travesseiro, conforme demonstrado na Tabela 2.

As leveduras isoladas foram identificadas presuntivamente em meio cromogeno
CHROMagar Candida, sendo 14 (35,90%) sugestivas para C. albicans, 14 (35,90%) para C.
krusei, 8 (20,51%) para outras espécies de Candida spp., 2 (5,13%) para C. tropicalis e 1
(2,56%) para Rhodotorulla spp. (Figura 1).

Tabela 2 — Relacao de superficies e setores em que foram isoladas leveduras em trés hospitais
do Norte de MT

i Leveduras
SETOR SUPERFICIES isoladas Identificacdo presuntiva (ID)
N (%)
o C. krusei (30)
Armario de acgo 1 (2,56)
. C. albicans (102)
Bancada auxiliar L1 1 (2,56)
. C. albicans (179/180)
Bancada de medicamentos 2 (5,14)
Lo C. krusei (37)
Colchao isolamento 1 (2,56)
Teclado do computador C. albicans (11/13/14)
UTI enfermagem 3 (7,70
L C. albicans (22RA)
Teclado do computador médico 1 (2,56)
C. tropicalis (154)
Controle do ar condicionado 2 (5,14) Rhodotorula spp. (90)
. . C. krusei (17)
Cortina do quarto de isolamento 1(2,56)
. ) C. albicans (120)
Equipamento de dieta 1(2,56)
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Equipamento sinais vitais

C. albicans (32)

isolamento 1(2,56)
. C. krusei (103)
Escada auxiliar 1(2,56)
C. krusei (135)
Interruptor 1 (2,56)
. C. krusei (178)
Leito 1(2,56)
C. albicans (67)
Tampa lixeira 2(514) Outras espécies de Candida (71)
Outras espécies de Candida (124)
Macaneta interna 2 (5,14) C. albicans (125)
L C. krusei (22D)
Mesa auxiliar isolamento 1 (2,56)
- C. krusei (82)
Mesa auxiliar 12 1 (2,56)
. C. krusei (36)
Parede quarto isolamento 1 (2,56)
Pegador do banheiro isolamento 2 (5,14) C. albicans (21D2; 21D5)
. L. C. krusei (39)
Pia banheiro isolamento 1 (2,56)
P C. krusei (26)
Vaso sanitario isolamento 1(2,56)
Centro Cirargico Armario de medicamentos 1 (2,56) C. krusei (68)
Outras espécies de Candida
(6HSA/8HSA)
C. albicans (THSA)
Piso banheiro quarto 4 (10,26) C. tropicalis (QHSA)
C. krusei (15)
Parede quarto 1(2,56)
. . C. krusei (19)
. Piso do quarto de isolamento 1 (2,56)
Enfermaria Outras espécies de Candida
Pia fora do apartamento 2 (5,14) (1DA/1DB)
. Outras espécies de Candida (3)
Torneira fora do apartamento 1 (2,56)
. Outras espécies de Candida (6D)
Travesseiro apartamento 1 (2,56)
TOTAL 39

ID: NUmero de identificagdo interno.

Figura - 1 Variantes de pigmentacdo das leveduras isoladas de superficies de 3 hospitais do
municipio do Norte de Mato Grosso em meio cromogeno.

Pigmentac&o das colbnias

Identificacdo presuntiva

em meio cromégeno

Leveduras isoladas

Outras espécies de
Candida spp.

1DA
1DB
3D
6D
71HDPL

124HDPL

6GSA
8GSA
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Rhodotorula spp. 90HDPL

154RL
C. tropicalis 9GSA

11RA
13RA
14RA
21D2
21D5
22RA
C. albicans 32D2
67RA
102RA
120RA
179HRL
180HRL
125HDPL
7GSA

15R
17D
19R
22D1
26D
30RA
C. krusei 36D
37HDP
39D
68HDP
178HRL
82HDPL
103 HDPL
135HDPL

Fonte: Arquivo pessoal.

Para a confirmagdo das espécies, foram realizadas a identificacdo molecular de 16
isolados pela amplificacdo e posterior sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA
ribossomal, sendo 1 (6,25%) como C. haemulonii, 6 (37,5%) como C. parapsilosis, 1 (6,25)
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como C. duobudhaemuloni, 6 (37,5%) como Trichosporon asteroides, 1 (6,25%) como C.
lusitanea e 1 (6,25%) como C. guilliermondii, conforme demonstrado na Tabela 3 abaixo.

Os resultados sugeridos para as espécies obtidos pelo meio cromdgeno demonstraram
divergéncia nos resultados para as amostras que ja foram sequenciadas, reafirmando a
necessidade da realizacdo de métodos complementares para a definicdo das espécies
(BAYONA et al., 2022; ROCHA, 2019). O meio cromégeno CHROMagar Candida é um meio
seletivo amplamente utilizado para a identificacdo presuntiva de algumas espécies de Candida,
de forma simultdnea e mais rapida, incluindo C. albicans, C. tropicalis e C. krusei,
possibilitando a orientacdo da terapéutica correta (GASCHET et al., 2008; TAMURA,
ALSHAHNI; MAKIMURA, 2022). Entretanto, diversos autores relatam pigmentacoes
semelhantes a verde, rosa e azul para outras espécies como C. kefyr, C. lusitaniae, C.
guilliermondii, C. auris, entre outras, diminuindo assim a sensibilidade e especificidade do
meio (WILLINGER et al.,, 2001; GASCHET et al., 2008; TAMURA; ALSHAHNI;
MAKIMURA, 2022). Portanto, para evitar possiveis erros de identificacdo de algumas espécies

sd0 necessarios testes moleculares para a confirmacéo (DU et al., 2020).

Tabela 3 — Caracteristicas cromdgenas em Chromagar Candida e sequenciamento

ID Chromoagar Candida  Sequenciamento

1DB Candida spp. C. haemulonii
6D Candida spp. C. parapsilosis
17D C. krusei T. asteroides
21-2D C. albicans C. parapsilosis
22-1D C. krusei C. parapsilosis
26 D C. krusei C. duobushaemulonii
36 D C. krusei C. guilliermondii
39D C. krusei C. lusitaniea
68 D C. krusei C. parapsilosis
15R C. krusei C. parapsilosis
19R C. krusei C. parapsilosis
13 RA C. albicans T. asteroides
14 RA C. albicans T. asteroides
102 RA C. albicans T. asteroides

120 RA C. albicans T. asteroides
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22 RA C. albicans T. asteroides

Nossos resultados assemelham-se com os obtidos por Martins-Diniz et al. (2005),
isolaram em maganetas e no ar do ambiente interno das UTIs em um hospital em Araraquara -
SP, C. lusitaniae (5,0%), C. parapsilosis (3,0%), Candida sp. (10%) e Trichosporon sp. (30%).
Estudos realizados por Kim et al (2022), indicam aumento significativo de casos de infec¢cdo
por C. parapsilosis em candidemias relacionadas ao ambiente hospitalar, fato que pode ser
explicado por essa espécie apresentar maior capacidade de sobreviver nas superficies em
relacéo a outras.

Quanto aos testes de susceptibilidade pelo método de disco-difusdo, foram realizados com
as 39 leveduras isoladas com os produtos utilizados na desinfeccdo e higienizacdo dos
ambientes hospitalares. Em relacdo a mensuracdo dos halos de inibicao, foi considerado acima
de 7 mm de inibicdo como sensivel para todas as leveduras isoladas e as cepas padrao.

Das 39 leveduras testadas, todas apresentaram resisténcia aos produtos NIPPOBAC (NP)
e LEUCO-CLOREX 133 (CLX) e Detergente MAX (DTM). Em contrapartida, todos os
isolados apresentaram halos de inibicdo frente ao desinfetante MIRAX (MX), demonstrando
alto grau de atividade sobre todas as espécies de leveduras isoladas nas superficies dos
ambientes hospitalares. As cepas padrdes CP1: Candida krusei 6258 e CP2 Candida albicans
90028 apresentaram resultados similares aos das leveduras isoladas de superficies dos
ambientes hospitalares. Para os demais produtos testados, 3 leveduras apresentaram halo de
inibicdo para MAX CARRINHO (DFM), 7 para PRODIGY (PD), 24 para o detergente 3000K
(3000K), 27 para o detergente DSH3 (DHS3), 6 para SURFIC 4% (SFC4%), e 7 para SURFIC

1% (SFC1%), conforme demonstrado na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4 — Resultados do testes de susceptibilidade aos desinfetantes utilizados nos ambientes
hospitalares pelo método de disco-difuséo

ISOLADOS Disco-difuséo (mm)
ID NP DFM PD 3000K DSH3 CLX SFC4% SFC DTM  MX
1%

1 DA R R R 7 R R R R R

1DB R R R 7 R R R R R
3 R R R R 9 R R 7 R
6 R R R 8 7 R R R R 10
11 R R R 7 R R R R R 9
13 R R 11 7 8 R R R R 8
14 R 7 8 7 8 R R 8 R 8
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15 R R R 7 9 R R R R 11
17 R R R R R R 7 R R 7
19 R R R 7 8 R R R R 10
21D?2 R R R 7 7 R R R R 8
21D5 R R R 8 8 R R R R 9
22D R R R 7 7 R 7 7 R 10
22 RA R R R 8 R R R R R 8
26 R R R 7 R R R R R 7
30 R R R 7 8 R R R R 8
32D5 R R R R 9 R R 7 R 14
36D R R R R 9 R 7 7 R 13
37 R R R R R R R R R 9
39 R R R 7 8 R 7 R R 9
67 R 7 9 7 7 R R R R 8
68 R R 8 7 R R R R R 9
71 R R R 7 R R R R R 8
82 R R R R R R R R R 8
90 R R R R 7 R R R R 10
102 R 7 10 R 10 R R 8 R 10
103 R R R R R R R R R 7
120 R R R R 7 R R R R 9
124 R R R 7 7 R 7 R R 9
125 R R R 8 7 R R R R 8
135 R R R 7 R R R R R 11
154 R R R 7 7 R R R R 8
178 R R R R 9 R 11 R R 13
179 R R 10 9 10 R R 8 R
180 R R 9 9 10 R R 8 R
6 GSA R R R R 12 R R R R 17
7 GSA R R R R 10 R R R R 13
8 GSA R R R R 10 R R R R 16
9 GSA R R R R 7 R R R R 12
CP1 R R R 7 6 R 11 10 R 12
CP2 R 11 11 9 R 7 8 R 10

Legenda: (NP) NIPPOBAC; (DFM) MAX CARRINHO; (PD) PRODIGY:; (3000k) Detergente 3000K, (DSH3)
Detergente DSH3; (CLX) LEUCO-CLOREX 133; (SFC 4%) SURFIC 4%; (SFC 1 %) SURFIC 1% (DTM)
Detergente MAX; (MX) Desinfetante MIRAX. CP1: Candida krusei 6258 e CP2 Candida albicans 90028.

Portanto, os desinfetantes que apresentaram maior eficacia fungicida foram o MX
(100%), seguido do DSH3 (69,23 %), 3000K (61,53%), SFC1% (17,94%), SFC4% (15,38%),

PD (17,94%), e DFM (7,69%), respectivamente conforme ilustrado na (Figura 2).
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Figura - 2 Perfil de suscetibilidade das leveduras isoladas em ambientes hospitalares frente aos
desinfetantes utilizados nos hospitais pelo método de disco-difuséao.
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Legenda: (NP) NIPPOBAC; (DFM) MAX CARRINHO; (PD) PRODIGY; (3000K) Detergente 3000K, (DSH3)
Detergente DSH3; (CLX) LEUCO-CLOREX 133; (SFC 4%) SURFIC 4%; (SFC 1 %) SURFIC 1% (DTM)
Detergente MAX; (MX) Desinfetante MIRAX.
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Os fenotipos de resisténcia apresentado por algumas leveduras frentes aos desinfetantes
obtidos no método de disco-difuséo, ndo foram confirmados pelo teste de eficiéncia adaptado
da microdiluicdo em caldo. Pois das 39 leveduras testadas, 100% apresentaram sensibilidade
frente aos desinfetantes MAX CARRINHO (DFM), detergente 3000K (3000K), detergente
DSH3 (DSH3), SURFIC 4% (SFC 4%), SURFIC 1% (SFC 1%) e desinfetante MIRAX (MX),
resultados que ndo foram obtidos no teste de triagem para sensibilidade, ja em relacdo aos
compostos PRODIGY (PD), 35 (89,74%) leveduras apresentaram sensibilidade, NIPPOBAC
(NP), 19 (48,71%) leveduras apresentaram sensibilidade e para o LEUCO-CLOREX 133
(CLX), 20 (51,28%) leveduras apresentaram sensibilidade, resultados divergentes aos obtidos
pelo método disco-difusdo. Para o detergente MAX (DTM), 35 (89,74%) leveduras foram
resistentes, dados similares aos obtidos nos testes pelo método do disco-difusdo. (Figura 3,

Tabela 5).
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Figura 3 — Resultados dos testes de suscetibilidades das leveduras frente aos desinfetantes
utilizados nos ambientes hospitais no Norte de Mato Grosso.
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Legenda: (NP) NIPPOBAC; (DFM) MAX CARRINHO; (PD) PRODIGY; (3000k) Detergente 3000K, (DSH3)
Detergente DSH3; (CLX) LEUCO-CLOREX 133; (SFC 4%) SURFIC 4%; (SFC 1 %) SURFIC 1% (DTM)
Detergente MAX; (MX) Desinfetante MIRAX. CP: controle positivo.

Tabela 5 — Avaliacdo da inibicdo do crescimento das leveduras frentes aos desinfetantes dos
testes de microdiluicdo em caldo

ID NP DFM | PD | 3000K | DSH3 | CLX | SFC4% | SFC1% | DTM | MX
1 DA S/IC S/IC |S/IC| SIC S/C S/IC S/C S/IC C S/IC
1DB S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/IC
3 S/C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
6 C S/IC |S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/C
11 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/IC
13 S/C S/IC | SIC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
14 C S/IC | SIC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
15 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/C S/IC S/C S/IC C S/IC
17 C S/IC |SIC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/IC
19 S/C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC S/IC | SIC
21D? C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
21D5 C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/C
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22D1? C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/C S/IC C S/C
22 RA C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/IC
26 S/IC S/IC |SIC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC | SIC
30 C S/IC |SIC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/C
32D° C S/IC C S/C S/IC C S/IC S/C C S/C
36D C S/IC C S/IC S/IC C S/IC S/IC C S/IC
37 S/IC S/IC |SIC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC | SIC
39 S/IC S/IC |SIC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/C
67 C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/C C S/IC
68 C S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/IC
71 C S/IC |SIC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/C
82 C S/IC |SIC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/C
90 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/C C S/IC
102 C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/IC
103 C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
120 C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
124 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/C C S/IC
125 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/IC
135 S/C S/IC | S/IC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
154 S/C S/IC | S/IC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
178 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC | SIC
179 C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
180 S/C S/IC | S/IC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
6 GSA C S/IC C S/IC S/IC C S/IC S/C C S/IC
7 GSA S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/IC
8 GSA C S/IC C S/C S/C C S/C S/IC C S/IC
9 GSA S/C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC

Reagentes: (NP) NIPPOBAC; (DFM) MAX CARINHO; (PD) PRODIGY:; (3000k) Detergente 3000K, (DSH3);
Detergente DASH3; (CLX) LEUCO-CLOREX 133; (SFC 4%) SURFIC 4%; (SFC 1 %) SURFIC 1% (DTM)
Detergente MAX; (MX) Desinfetante MIRAX. S/C (Auséncia Crescimento); C (Crescimento).

Os produtos a base de cloro, hipoclorito e dicloroisocianurato de soédio em diferentes
concentragfes sdo utilizados para o controle microbioldgico de corredores, areas comuns,
enfermarias, banheiros, salas de cirurgia, entre outros. Entretanto, os derivados de cloro podem
danificar diferentes tipos de materiais (OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011). O cloro por
apresentar carga neutra, se difunde rapidamente juntamente com a agua para o interior do
micro-organismo, exercendo acdo microbicida por oxidacdo de moléculas vitais do micro-
organismo (GONZALEZ, 2011; MENEZES, 2019).
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que foram isolados 406 micro-organismos em diferentes
superficies nos 3 hospitais, antes e apds a desinfeccdo sendo destes, 39 (9,60%) leveduras,
isoladas em setores criticos como UTI (71,80%), enfermarias (25,64%) e centro cirdrgico
(2,56%), respectivamente, sendo as espécies de maior ocorréncia C. albicans (35,90%) e C.
krusei (35,90%) identificadas presuntivamente em meio de cultura cromogeno. Das espécies
confirmadas por sequenciamento, a maior ocorréncia foi de C. parapsilosis (37,50%) e
Trichosporon asteroides (37,50%).

Das 39 leveduras testadas, por meio do método de disco-difusdo todas, 100%
apresentaram resisténcia aos produtos NIPPOBAC (NP) e LEUCO-CLOREX 133 (CLX) e
Detergente MAX (DTM). Para os demais produtos testados, 36 (92,30%) das leveduras
apresentaram resisténcia para MAX CARRINHO (DFM), 31 (79,48%) para PRODIGY (PD),
15 (38,46%) para o detergente 3000K (3000K), 12 (30,76%) para o detergente DSH3 (DHS3),
33 (84,61%) para SURFIC 4% (SFC4%), e 32 (82,05%) para SURFIC 1% (SFC1%), Em
contrapartida, todos os isolados 100% apresentaram sensibilidade frente ao desinfetante
MIRAX (MX).

Das 39 leveduras testadas, 100% apresentaram sensibilidade frente aos desinfetantes
MAX CARRINHO (DFM), detergente 3000K (3000K), detergente DSH3 (DSH3), SURFIC
4% (SFC 4%), SURFIC 1% (SFC 1%) e desinfetante MIRAX (MX), para 0s compostos
PRODIGY (PD), 35 (89,74%) leveduras apresentaram sensibilidade, NIPPOBAC (NP), 19
(48,71%) leveduras apresentaram sensibilidade e para 0 LEUCO-CLOREX 133 (CLX), 20
(51,28%). 35 (89,74%) das leveduras apresentaram resisténcia ao detergente MAX (DTM) por
meio do método de microdiluicdo em caldo adaptado.

Portanto, nossos resultados demonstram a necessidade do aprimoramento nos protocolos
de limpeza empregados nos setores das unidades hospitalares, visto que varias espécies de
leveduras foram isoladas em diversas superficies de diferentes setores, podendo proporcionar
transmissdo cruzada por meio dos profissionais de salde e/ou fomites, favorecendo a

disseminacéo das IRAS.
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Abstract

Hospital environments constitute an important source of infections, as they are capable of
harboring a diversity of microorganisms capable of surviving on surfaces for hours, days and
months, increasing the risk of cross-transmission. Among fungi, the genera Aspergillus spp.
and Candida spp. are among those responsible for the majority of nosocomial infections. This
study aimed to identify yeasts on surfaces in hospital environments in the North of MT and
possible sources of contamination, which could contribute to the improvement of more effective
control measures for hygiene in the hospital environment. Sample collection was carried out in
critical sectors, ICU, surgical center, ICU isolation and ward in public and private hospitals in
the North of MT using sterile swabs. The material was sown on Sabouraud agar dextrosed with
0.05% chloramphenicol, incubated at 37°C for 48 hours. The colonies were evaluated based on
their macro and micromorphological characteristics. The yeasts were isolated and cultivated in
CHROMagar Candida, identifying the species of Candida spp. suggestively through the
pigmentation of the colony. Confirmation of the species was carried out through genetic
sequencing. Yeast susceptibility tests to disinfectants and detergents were carried out using disk
diffusion methodology and adaptation of microdilution in broth. Our results demonstrated the
isolation of 406 microorganisms on different surfaces in the 3 hospitals evaluated, before and
after disinfection, and, of these, 39 yeasts in critical sectors such as the ICU, various surfaces
in the wards and the surgical center, respectively, being the most common species. occurrence
of C. albicans and C. krusei, presumptively identified by chromogenic means. Of the species
confirmed by sequencing, the highest occurrence was C. parapsilosis and Trichosporon
asteroides. Of the 39 yeasts tested, 100% were sensitive to the disinfectants MAX CARRINHO
(DFM), detergent 3000K (3000K), detergent DSH3 (DSH3), SURFIC 4% (SFC 4%), SURFIC
1% (SFC 1%) and MIRAX disinfectant (MX), using the adapted broth microdilution method.
Keywords: yeasts, surfaces, hospital, disinfectants.
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Resumo

Ambientes hospitalares constituem uma importante fonte de infeccGes, pois sdo capazes de
albergar uma diversidade de micro-organismos capazes de sobreviver em superficies por horas,
dias e meses, aumentando o risco de transmissédo cruzada. Dentre os fungos, 0s géneros
Aspergillus spp. e Candida spp. estdo entre as responsaveis pela maioria das infeccdes
nosocomiais. Este estudo visou identificar leveduras em superficies de ambientes hospitalares
no Norte de MT e as possiveis fontes de contaminacdo, podendo contribuir para o
aprimoramento de medidas de controle mais eficazes de higienizagdo no ambiente hospitalar.
As coletas das amostras foram realizadas nos setores criticos, UTI, centro cirdrgico, isolamento
de UTI e enfermaria em hospitais publicos e privados no Norte de MT por meio de swab estéril.
O material foi semeado em agar Sabouraud dextrosado com cloranfenicol 0,05%, incubado a
37°C por 48 horas. As coldnias foram avaliadas em suas caracteristicas macro e
micromorfologicas. As leveduras foram isoladas e cultivadas em CHROMagar Candida,
identificando as espécies de Candida spp. de forma sugestiva por meio da pigmentacdo da
colbnia. A confirmacdo das espécies foi realizada por meio do sequenciamento genético. Os
testes de susceptibilidade das leveduras frentes aos desinfetantes e detergentes foram realizados
pela metodologia de disco-difusdo e adaptacdo da microdiluicdo em caldo. Nossos resultados
demonstraram o isolamento de 406 micro-organismos em diferentes superficies nos 3 hospitais
avaliados, antes e ap0s a desinfeccdo e, destes, 39 leveduras em setores criticos como UTI,
diversas superficies das enfermarias e centro cirirgico, respectivamente, sendo as espécies de
maior ocorréncia C. albicans e C. krusei, identificadas presuntivamente por meio cromoégeno.
Das espécies confirmadas por sequenciamento, a maior ocorréncia foi de C. parapsilosis e
Trichosporon asteroides. Das 39 leveduras testadas, 100% apresentaram sensibilidade frente
aos desinfetantes MAX CARRINHO (DFM), detergente 3000K (3000K), detergente DSH3
(DSH3), SURFIC 4% (SFC 4%), SURFIC 1% (SFC 1%) e desinfetante MIRAX (MX), por
meio do método de microdiluicdo em caldo adaptado.

Palavras-chave: leveduras, superficies, hospital, desinfetantes.
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INTRODUCAO

Ambientes hospitalares albergam uma diversidade de micro-organismos em areas criticas,
especialmente as que apresentam proximidade com individuos hospitalizados em enfermarias,
bercarios, centro cirargico, isolamento e unidades de terapia intensiva (UTI), e sdo capazes de
sobreviver em superficies por vérias horas, dias, meses e até anos, o que aumenta de forma
expressiva o risco de transmissao cruzada (OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011; CARVALHO,
2013).

Diversas superficies dos ambientes hospitalares podem ser classificadas como contaminadas,
dentre elas a mesa de cabeceira, as barras, a cabeceira e grades de cama, o colch&o, o telefone,
as magcanetas e as torneiras das enfermarias, e outros locais nao classicos como computadores,
jalecos, telefones pessoais dos profissionais, bem como roupas protetoras de chumbo,
umidificadores de oxigénio utilizados nos centros cirurgicos (FACCIOLA; PELLICANO;
VISALLI, 2019).

As bactérias e os fungos mais comumente isolados nos ambientes hospitalares e que tem a
capacidade de sobreviver na superficie seca por varios meses e anos, tornando-se assim uma
importante fonte de transmissdo sdo Clostridium difficile, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE), Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Norovirus, Aspergillus spp. e Candida spp.
(CLEVELAND etal., 2012; OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011; COSTA, 2015; KHAN; BAIG;
MEHBOOB, 2017).

Muitas das infeccGes adquiridas por via exdgena nos ambientes hospitalares sdo decorrentes
das atividades e praticas realizadas pelas médos dos profissionais da area da saude, infusos,
equipamentos, biomateriais e fontes inanimadas ambientais contaminadas (EGRES, 2010),
apresentando grande importancia devido ao aumento progressivo e elevadas taxas de morbidade
e mortalidade (WEBER et al., 2010; OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011; FU; WANG, 2016;
KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).

A contaminacdo do ambiente hospitalar pode ser explicada por varios fatores, incluindo a
culturabilidade do microrganismo, o grau de colonizagdo/infeccdo do individuo hospitalizado,
a facilidade de contaminacdo ou dificuldade de limpeza do ambiente e desinfeccdo de
equipamentos tais como bombas de infusdo, monitores, aparelhos de presséo, suportes de soro,
comadres, bacias, cubas, cadeiras de banho, e se ha um surto em curso no momento da

amostragem, entre outros (HUSLAGE et al., 2010). Dentre os fungos adquiridos em ambiente
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hospitalar, as leveduras do género Candida spp. sdo consideradas patdgenos oportunistas,
causando desde infeccGes superficiais de pele e mucosa até infeccdes invasivas (KHAN; BAIG;
MEHBOOB, 2017; JEFFERY-SMITH et al., 2018).

Candida albicans € a espécie mais frequente no ambiente hospitalar, porém, outras espécies de
Candida ndo-Candida albicans (CNCA) como C. auris, C. glabrata, membros do complexo C.
guillilermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. lipolytica, C. rugosa, C. kefyr e membros do
complexo C. haemulonii estdo sendo comumente isoladas. Estas leveduras apresentam
patogenicidade e perfil de sensibilidade frente aos antifingicos, desinfetantes, detergentes e
antissépticos variaveis (JEFFERY-SMITH et al., 2018; SPIVAK; HANSONA, 2018;
PEREIRA et al., 2020; RAJA; PARK, 2021).

Diversos estudos demonstram um numero crescente de infeccBes invasivas por CNCA
potencialmente multirresistente, estando C. auris associada a grandes surtos em instalacdes de
satde em todo o mundo (AHMAD; ALFOUZAN, 2021; BORGIO et al., 2021; NIMER, 2022;
SPETTEL et al., 2022). Nos ultimos anos, estudos demonstram a importancia da transmisséo
de micro-organismos por meio de ambientes hospitalares e destacam a necessidade da
implantacédo de estratégias multiplas de controle da disseminacédo de patdgenos, principalmente
em ambientes como UTIs, devido a gravidade e instabilidade do quadro clinico dos individuos
hospitalizados, somados a fatores como desinfeccdo, estrutura fisica, quantidades de
equipamentos e superficies em determinadas unidades (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010;
OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011; DATTA et al., 2011).

Os processos de desinfeccdo ambiental sdo indispensaveis e devem ser rigorosamente seguidos,
visando reduzir o indice dos patdgenos (DIH, (2019). Novas tecnologias estdo sendo
desenvolvidas para alcangar a desinfeccdo de alto nivel por meio de produtos quimicos tais
como peréxido de hidrogénio acelerado, glucoprotamina, alcool etilico 70% e monopersulfato
de potassio 1%, e/ou por métodos de descontaminacdo no-touch (sem toque) utilizando
aerolizacdo de perdxido de hidrogénio, 0z6nio ou luz ultravioleta, visando reduzir etapas de
reprocessamento, diminuindo a exposicdo do pessoal a germicidas, proporcionando reducédo
microbiana significativa e retardando a geragéo de biofilme pelos micro-organismos (DIH,
2019; GONCALVES et al., 2019; ROCHA et al., 2022).
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MATERIAL E METODOS

Tipo de estudo e local da pesquisa

O instrumento utilizado no projeto de pesquisa foi caracterizado como descritivo e experimental
(GIL, 2008). O estudo foi aprovado pela Pro-Reitoria de pesquisa n® 170/2022, e as coletas das
amostras ambientais foram autorizadas pelos hospitais privados e publicos. As amostras de
superficies de ambientes hospitalares (mesas de atendimento, cirurgia, camas, pisos, azulejos,
pias, torneiras, bebedouros, travesseiros, fechaduras, mesas de preparo de medicamentos,
equipamentos de administracdo de medicamentos, ventilador mecanico, oximetro,
esfigmomandmetro, termdmetro, grades de contencdo, macas, cadeiras de roda, entre outros)
foram coletadas em areas criticas como centro cirurgico, UTI adulta e pediatrica, enfermarias,
quartos de isolamento e banheiros, sendo definidas de acordo com as possiveis fontes de
contaminacgdo, nos hospitais publicos e privados no municipio de Sinop — MT, no periodo de
abril de 2022 a maio de 2023. As coletas foram realizadas em dois momentos, antes da limpeza

e apos a limpeza, conforme a disponibilidade e necessidade da rotina hospitalar.

Coleta das amostras

As amostras das superficies de ambientes hospitalares foram coletadas com auxilio de swabs
estéreis, onde os mesmos foram friccionados contra as superficies e acondicionados em tubos
contendo 1 mL de salina estéril, devidamente identificados, posteriormente o material foi
transportado em caixas de isopor ao Laboratério de Analises Microbioldgicas e Parasitoldgicas
da UFMT, Campus Sinop para serem processados.

Processamento das amostras

Os tubos contendo as amostras foram centrifugados por 5 minutos a 5000 rpm e, em seguida,
100 pL do pellet foi semeado em meio Agar Sabouraud Dextrosado (SDA) a 2% acrescido de
cloranfenicol a 0,05%, incubado a 25°C por um periodo de 5 a 7 dias. ApGs o crescimento
fangico, as col6nias isoladas foram analisadas quanto as suas caracteristicas macroscopicas:
coloracéo (superficie e reverso), textura (cotonosa, velutinea, algodonosa, cremosa) e tempo de
crescimento. Essas caracteristicas foram de suma importancia, pois auxiliaram na identificacdo
do provavel agente etiol6gico. A analise microscopica da cultura foi realizada utilizando

corante lactofenol azul algoddo e observada ao microscopio éptico nas objetivas de (10X e
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40X). As coldnias com caracteristicas leveduriformes foram reisoladas em tubos contendo SDA
a 4% e submetidas as mesmas condi¢des de incubacdo e temperatura para a obtencdo de
colbnias unicas. Em seguida, foi realizada pesquisa de leveduras capsuladas do género
Cryptococcus sp por meio do corante tinta nanquim e culturaem CHROMagar Candida (Kasvi)
para realizar a identificacdo presuntiva de leveduras do género Candida por meio da coloragéo
expressada pela colbnia isolada. Seguindo as orientagdes do fabricante para 0 CHROMagar®
Candida (Kasvi), as colnias que expressaram coloracdo de verde-claro a verde médio, sugere-
se C. albicans; colbnias azuis acinzentadas, cinzentas-azuladas a azuis esverdeadas ou azuis
metalizadas com ou sem halos violetas no meio circundante, C. tropicalis; col6nias planas de
grande dimenséo, cor-de-rosa claro a vermelho claro com um rebordo esbranquigado, C. krusei;
colénias malva-marrom C. glabrata, coldnias branco a lilas C. complexo de parapsilosis,
demais col6nias para as cores inespecificas, sugestivas para as demais espécies (BAYONA et
al., 2022).

Identificacdo Molecular

Extracdo do DNA genémico

Para a extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA), os isolados foram semeados em placas de
Petri (90 mm) com meio SDA, ap0s crescimento a 37°C por 48 horas apenas a coldnia Unica
(pura) foi selecionada para realizar a obtencdo de massa celular. A col6nia selecionada foi
semeada no mesmo meio de cultura com incubacdo overnight a 37°C. O DNA gendmico das
leveduras isoladas foi extraido utilizando o kit Gentra® Puregene® Yeast and Gram positive
Bacteria (Qiagen®, Maryland, USA) em conformidade com as instrucbes do fabricante e foi
realizada a quantificacdo por espectrofotometria (NanoVue PlusTM GE Healthcare). A
integridade do DNA foi verificada através da eletroforese em gel de agarose a 1% em tampé&o
1X TBE (0,1 M Tris-HCI pH 8,4; 0,09 M de é&cido bérico; 0,001 M EDTA) por
aproximadamente 1 hora a 90 V. Logo apo6s, o gel foi submerso numa solucéo de brometo de
etidio (InvitrogenTM, Carlsbad, CA USA) com concentracao final de 0,5 pg/mL durante 30
minutos onde as bandas foram observadas sob luz ultravioleta (UV) através de um
transiluminador (HOEFER®, MacroVue UV-20), garantindo a qualidade da amostra para
realizacdo do sequenciamento dos isolados (MOREIRA, 2019).
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Sequenciamento

A confirmacdo da espécie das leveduras foi realizada pelo sequenciamento parcial da regido
intergénica (ITS1-5.8S-1TS2) de DNA ribossomal (rDNA) por meio das seguintes sequéncias
iniciadoras Senso ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%) e Anti-senso ITS5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’). As condigdes de PCR utilizadas foram iguais as
previamente descritas para amplificagdo da regido intergénica (ITS1-5.8S-1TS2). O
sequenciamento foi realizado nas dire¢des 5" e 3" por meio do sequenciador ABI-3730 (Applied
Biosystems) e kit comercial Big Dye Terminator Sequencing (Applied Biosystems) na
plataforma de sequenciamento da Fiocruz, o alinhamento e as analises filogenéticas foram
realizado através do software Mega X, logo ap6s as sequéncias foram comparadas com as
depositadas no banco de dados do NCBI/GenBank sob supervisdo do Prof. Dr. Manoel Marques

Evangelista Oliveira.

Susceptibilidade aos desinfetantes e detergentes utilizados na higienizacdo dos ambientes

hospitalares

Desinfetantes e detergentes

Composicdo quimica dos reagentes testados, cloreto de alquil dimetil benzil aménio (cloreto de
benzalconio) e polihexametileno biguanida (PHMB) (Marca SURFIC®), quaternario de aménio
e biguanida polimérica (Marca MIRAX BG), acido alquilbenzeno sulfénico (Marca— MAX
detergente - AudaxCo), hipoclorito de sédio (2%) (Marca LEUCO -CLOREX), perdxido de
hidrogénio (4,5%), cocoamida propil betaina etoxilada, alcool graxo carboxipropixado,
gluconato de sodio, hipoclorito de so6dio (Marca NIPPO-LAT 3000 K), diluidos em agua
destilada conforme instrucGes de cada fabricante. Nomenclatura e classificagdo dos compostos
testados, desinfetantes, MIRAX (MX), NIPPOBAC (NP), MAX CARINHO (DFM),
PRODIGY (PD), SURFIC4% (SFC4%), SURFIC1% (SFC1%), Detergentes MAX (DTM),
3000K (3000k), DASH3 (DASH3), e CLORO LEUCO-CLOREX 133 (CLX).

Teste de susceptibilidade in vitro

A atividade dos desinfetantes sobre o crescimento leveduriforme foi determinada por meio do
método da microdiluicdo em placa adaptado (DONOFRIO et al., 2014). Aos orificios das
microplacas com (96 orificios com fundo chato) foram adicionados 200 pL de suspensao de

leveduras preparadas diretamente em cada composto dos reagentes utilizados pelos hospitais
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para rotina de desinfec¢do e higienizacdo dos ambientes e superficies, os compostos quimicos
analisados que compdem os reagentes utilizados para as limpezas foram o PHMB, &cido alquil
benzeno sulfénico, hipoclorito de sodio (2%), peroxido de hidrogénio (4,5%), cocoamida propil
betaina etoxilada + alcool graxo carboxipropixado+hipoclorito de sodio, clorexidina. Cada
suspensdo preparada continha, entre 102 a 10% de quantidade de leveduras/mL suspenséo
preparada diretamente em cada composto testado, sendo confirmada por meio de contagem em
camara de Neubauer. Como controle positivo, para controle de crescimento de cada isolado, foi
utilizado 200 pL de suspensao da levedura na auséncia do desinfetante. Para controle negativo
foi utilizado 200 pL de cada desinfetante/detergente para confirmar a esterilidade dos mesmos.
Todos os testes foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes.

A inibicdo do crescimento foi determinada por meio da diferenca de absorbancia em 620 nm
(espectrofotdmetro multicanal) obtida antes e ap6s incubacdo por 48 horas a 37 °C. Para
confirmagdo da inibi¢do do crescimento, foi realizada a cultura por meio da semeadura de 1uLL

de cada reagdo em agar SDA.

Teste de susceptibilidade por disco-difusdo

A determinacdo da inibigdo do crescimento das leveduras isoladas frente aos
detergentes/desinfetantes utilizados para desinfeccdo dos ambientes hospitalares foi realizada
por meio do método de disco-difusdo por Bauer et al. (1966) adaptado por Rabanal et al. (2002)
e Karaman et al. (2003). Inicialmente, foram preparados discos de filtro de papel com 6 mm de
didametro estéreis, e foram emergidos em cada solucdo desinfetante utilizada na rotina
hospitalar. Em seguida, foi realizada a semeadura em diferentes sentidos, de forma uniforme,
de 10° UFC (Unidade Formadora de Col6nia)/ mL a DO de 0,1 na escala de McFarland de cada
levedura isolada em agar infusdo cérebro coracdo. Apos secagem, os discos foram adicionados
sobre a semeadura e, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas.

A leitura do teste foi realizada por meio da medicéo do halo de inibig&o, sendo considerados
como resistentes quando houve crescimento leveduriforme, e para inibi¢do quando houve
formacdo de halo de inibicdo, Até o momento, ndo existem estudos padronizados para
desinfetantes e detergentes, sendo este teste realizado para triagem da susceptibilidade das

leveduras frente aos desinfetantes e detergentes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 278 coletas de superficies de diferentes setores como isolamentos e leitos de
UTls, apartamentos/enfermarias e centros cirurgicos de 3 hospitais, 1 da rede publica (hospital
A) e 2 da rede privada (hospital B e hospital C), no periodo de abril de 2022 a maio de 2023.
Desse total, 245 (88,12%) foram positivas para bactérias, fungos filamentosos e leveduras,
sendo isolados 406 micro-organismos, e 33 (21,88%) foram negativas. Dos 406 micro-
organismos isolados, 28 leveduras foram isoladas das superficies das UTIs e 11 das enfermarias

e centro cirargico, conforme demonstrado na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Ndmero de micro-organismos isolados de acordo com os setores hospitalares no
Norte de Mato Grosso

Bactérias /
Hospitais Setor Leveduras
Fungos filamentosos
Centro Cirargico 0 0
A UTI 129 12
Enfermaria 37 2
Centro Cirargico 79 1
B uTI 135 16
Enfermaria 16 4
C Enfermaria 10 4
Total 406 39

Diversos estudos demonstram que a reducdo do risco decorrente da disseminacdo de micro-
organismos patogénicos presentes em superficies de ambientes hospitalares € um desafio
consideravel para o bom funcionamento do setor de servicos de assisténcia a satde, e que o tipo
e a quantidade destes depende diretamente das caracteristicas do ambiente, da circulacdo de
profissionais da saude, pacientes e visitantes, das condic¢des climaticas (a sobrevivéncia de
muitos micro-organismos é fortemente influenciada pelo grau de umidade), da presenca de

superficies e equipamentos constituidos por materiais que promovem o crescimento microbiano
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e sobrevivéncia, da rapidez com que sdo removidos do ar e da implementacéo correta de todos
0s padrdes de higiene esperados (PROTANO et al., 2019; LEMIECH-MIROWSKA et al.,
2021).

As bactérias Gram-positivas sobrevivem mais facilmente em ambientes e superficies que séo
secos, ao contrério das Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras, que sobrevivem
principalmente em ambientes sujos e umido (SULEYMAN; ALANGADEN; BARDOSSY,
2018). Das 39 leveduras isoladas nas superficies dos ambientes hospitalares, as UTIs
apresentaram maior incidéncia nos teclados dos computadores com 10,26%, seguido por
bancadas com 7,70%, mesas auxiliares, equipamentos, controle do ar condicionado, tampa da
lixeira, macaneta interna e pegador do banheiro com 5,14% cada, arméario de ago, piso do
quarto, pia, colchdo, cortina, escada auxiliar, interruptor, leito, parede e vaso sanitario com
2,56% cada. No setor do centro cirargico, apos desinfeccgdo total, foi isolado 1 (2,56%) levedura
no armario de medicamentos. Na enfermaria foram isoladas 4 leveduras (10,26%) no piso dos
banheiros, 2 (5,14%) na pia, 1 (2,56%) na parede do quarto, 1 (2,56%) na torneira e 1 (2,56%)
no travesseiro, conforme demonstrado na Tabela 2.

As leveduras isoladas foram identificadas presuntivamente em meio cromogeno Chromagar
Candida, sendo 14 (35,90%) sugestivas para C. albicans, 14 (35,90%) para C. krusei, 8
(20,51%) para outras espécies de Candida spp., 2 (5,13%) para C. tropicalis e 1 (2,56%) para
Rhodotorulla spp. (Figura 1).

Tabela 2 — Relacao de superficies e setores em que foram isoladas leveduras em trés hospitais
do Norte de MT

3 Leveduras
SETOR SUPERFICIES isoladas Identificacio presuntiva (ID)
N (%)
. C. krusei (30)
Armario de aco 1 (2,56)
. C. albicans (102)
Bancada auxiliar L1 1(2,56)
. C. albicans (179/180)
Bancada de medicamentos 2 (5,14)
L. C. krusei (37)
Colchéo isolamento 1(2,56)
UTI Teclado do computador C. albicans (11/13/14)
enfermagem 3(7,70)
o C. albicans (22RA)
Teclado do computador médico 1(2,56)
C. tropicalis (154)
Controle do ar condicionado 2 (5,14) Rhodotorula spp. (90)
. . C. krusei (17)
Cortina do quarto de isolamento 1 (2,56)
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C. albicans (120)

Equipamento de dieta 1(2,56)
Equipamento sinais vitais C. albicans (32)
isolamento 1(2,56)
. C. krusei (103)
Escada auxiliar 1 (2,56)
C. krusei (135)
Interruptor 1(2,56)
. C. krusei (178)
Leito 1(2,56)
C. albicans (67)
Tampa lixeira 2(514) Outras espécies de Candida (71)
Outras espécies de Candida (124)
Magcaneta interna 2 (5,14) C. albicans (125)
S C. krusei (22D)
Mesa auxiliar isolamento 1 (2,56)
. C. krusei (82)
Mesa auxiliar 12 1 (2,56)
. C. krusei (36)
Parede quarto isolamento 1 (2,56)
Pegador do banheiro isolamento 2 (5,14) C. albicans (21D2; 21D5)
. o C. krusei (39)
Pia banheiro isolamento 1(2,56)
R C. krusei (26)
Vaso sanitario isolamento 1 (2,56)
Centro Cirdrgico Armério de medicamentos 1 (2,56) C. krusei (68)
Outras espécies de Candida
(6HSA/BHSA)
C. albicans (7THSA)
Piso banheiro quarto 4 (10,26) C. tropicalis (9HSA)
C. krusei (15)
Parede quarto 1 (2,56)
. . C. krusei (19)
. Piso do quarto de isolamento 1 (2,56)
Enfermaria Outras espécies de Candida
Pia fora do apartamento 2 (5,14) (1DA/1DB)
. Outras espécies de Candida (3)
Torneira fora do apartamento 1 (2,56)
. Outras espécies de Candida (6D)
Travesseiro apartamento 1 (2,56)
TOTAL 39

ID: Numero de identificacdo interno.

Para a confirmacao das espécies, foram realizadas a identificacdo molecular de 16 isolados pela

amplificag&o e posterior sequenciamento da regido 1TS1-5.8S-1TS2 do DNA ribossomal, sendo
1 (6,25%) como C. haemulonii, 6 (37,5%) como C. parapsilosis, 1 (6,25) como C.

duobudhaemuloni, 6 (37,5%) como Trichosporon asteroides, 1 (6,25%) como C. lusitanea e 1

(6,25%) como C. guilliermondii, conforme demonstrado na Tabela 3 abaixo.

Os resultados sugeridos para as espécies obtidos pelo meio cromodgeno demonstraram

divergéncia nos resultados para as amostras que ja foram sequenciadas, reafirmando a
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necessidade da realizacdo de métodos complementares para a definicdo das espécies
(BAYONA et al., 2022; ROCHA, 2019).

O meio cromégeno CHROMagar Candida é um meio seletivo amplamente utilizado para a
identificacdo presuntiva de algumas espécies de Candida, de forma simultanea e mais rapida,
incluindo C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, possibilitando a orientacdo da terapéutica
correta (GASCHET et al., 2008; TAMURA; ALSHAHNI; MAKIMURA, 2022). Entretanto,
diversos autores relatam pigmentacdes semelhantes a verde, rosa e azul para outras espécies
como C. kefyr, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. auris, entre outras, diminuindo assim a
sensibilidade e especificidade do meio (WILLINGER et al., 2001; GASCHET et al., 2008;
TAMURA; ALSHAHNI; MAKIMURA, 2022).

Portanto, para evitar possiveis erros de identificacdo de algumas espécies sdo necessarios testes

moleculares para a confirmacéo (DU et al., 2020).

Tabela 3 — Caracteristicas cromdgenas em Chromagar Candida e sequenciamento

ID Chromoagar Candida  Sequenciamento

1DB Candida spp. C. haemulonii
6D Candida spp. C. parapsilosis
17D C. krusei T. asteroides
21-2D C. albicans C. parapsilosis
22 - 1D C. krusei C. parapsilosis
26 D C. krusei C. duobushaemulonii
36 D C. krusei C. guilliermondii
39D C. krusei C. lusitanea
68 D C. krusei C. parapsilosis
15R C. krusei C. parapsilosis
19R C. krusei C. parapsilosis
13RA C. albicans T. asteroides
14 RA C. albicans T. asteroides
102 RA C. albicans T. asteroides
120 RA C. albicans T. asteroides

22 RA C. albicans T. asteroides
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Nossos resultados assemelham-se com os obtidos por Martins-Diniz et al. (2005), isolaram em
macanetas e no ar do ambiente interno das UTIs em um hospital em Araraquara - SP, C.
lusitaniae (5,0%), C. parapsilosis (3,0%), Candida sp. (10%) e Trichosporon sp. (30%).
Estudos realizados por Kim et al (2022), indicam aumento significativo de casos de infec¢éo
por C. parapsilosis em candidemias relacionadas ao ambiente hospitalar, fato que pode ser
explicado por essa espécie apresentar maior capacidade de sobreviver nas superficies em
relacdo a outras.

Quanto aos testes de susceptibilidade pelo método de disco-difusdo, foram realizados com as
39 leveduras isoladas com os produtos utilizados na desinfecgéo e higienizagdo dos ambientes
hospitalares. Em relacdo a mensuragédo dos halos de inibicdo, foi considerado acima de 7 mm
de inibicdo como sensivel para todas as leveduras isoladas e as cepas padrdo. Das 39 leveduras
testadas, todas apresentaram resisténcia aos produtos NIPPOBAC (NP) e LEUCO-CLOREX
133 (CLX) e Detergente MAX (DTM). Em contrapartida, todos os isolados apresentaram halos
de inibicdo frente ao desinfetante MIRAX (MX), demonstrando alto grau de atividade sobre
todas as espécies de leveduras isoladas nas superficies dos ambientes hospitalares. As cepas
padrdoes CP1: Candida krusei 6258 e CP2 Candida albicans 90028 apresentaram resultados
similares aos das leveduras isoladas de superficies dos ambientes hospitalares. Para os demais
produtos testados, 3 leveduras apresentaram halo de inibi¢do para MAX CARRINHO (DFM),
7 para PRODIGY (PD), 24 para o detergente 3000K (3000K), 27 para o detergente DSH3
(DHS3), 6 para SURFIC 4% (SFC4%), e 7 para SURFIC 1% (SFC1%), conforme demonstrado

na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4 - Testes de susceptibilidade aos desinfetantes utilizados nos ambientes hospitalares
pelo método de disco-difusdo

ISOLADOS Disco-difusédo (mm)
ID NP DFM PD 3000K DSH3 CLX SFC4% SFC DTM MX
1%

1 DA R R R 7 R R R R R

1DB R R R 7 R R R R R
3 R R R R 9 R R 7 R
6 R R R 8 7 R R R R 10
11 R R R 7 R R R R R 9
13 R R 11 7 8 R R R R
14 R 7 8 7 8 R R 8 R
15 R R R 7 9 R R R R 11
17 R R R R R R 7 R R 7
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19 R R R 7 8 R R R R 10
21D?2 R R R 7 7 R R R R 8
21D5 R R R 8 8 R R R R 9
22D R R R 7 7 R 7 7 R 10
22 RA R R R 8 R R R R R 8

26 R R R 7 R R R R R 7

30 R R R 7 8 R R R R 8
32D5 R R R R 9 R R 7 R 14
36D R R R R 9 R 7 7 R 13

37 R R R R R R R R R 9

39 R R R 7 8 R 7 R R 9

67 R 7 9 7 7 R R R R 8

68 R R 8 7 R R R R R 9

71 R R R 7 R R R R R 8

82 R R R R R R R R R 8

90 R R R R 7 R R R R 10

102 R 7 10 R 10 R R 8 R 10

103 R R R R R R R R R 7

120 R R R R 7 R R R R

124 R R R 7 7 R 7 R R

125 R R R 8 7 R R R R

135 R R R 7 R R R R R 11

154 R R R 7 7 R R R R 8

178 R R R R 9 R 11 R R 13

179 R R 10 9 10 R R 8 R

180 R R 9 9 10 R R 8 R
6 GSA R R R R 12 R R R R 17
7 GSA R R R R 10 R R R R 13
8 GSA R R R R 10 R R R R 16
9 GSA R R R R 7 R R R R 12

CP1 R R R 7 6 R 11 10 R 12
CP2 R 11 11 9 6 R 7 8 R 10

Legenda: (NP) NIPPOBAC; (DFM) MAX CARRINHO; (PD) PRODIGY; (3000k) Detergente 3000K, (DSH3)
Detergente DSH3; (CLX) LEUCO-CLOREX 133; (SFC 4%) SURFIC 4%; (SFC 1 %) SURFIC 1% (DTM)

Detergente MAX; (MX) Desinfetante MIRAX. CP1: Candida krusei 6258 e CP2 Candida albicans 90028.

Portanto, os desinfetantes que apresentaram maior eficacia fungicida foram o MX (100%),
seguido do DSH3 (69,23 %), 3000K (61,53%), SFC1% (17,94%), SFC4% (15,38%), PD

(17,94%), e DFM (7,69%), respectivamente.

Os fenotipos de resisténcia apresentado por algumas leveduras frentes aos desinfetantes obtidos

no método de disco-difusdo, ndo foram confirmados pelo teste de eficiéncia adaptado da

microdiluigdo em caldo. Pois das 39 leveduras testadas, 100% apresentaram sensibilidade frente
aos desinfetantes MAX CARRINHO (DFM), detergente 3000K (3000K), detergente DSH3
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(DSH3), SURFIC 4% (SFC 4%), SURFIC 1% (SFC 1%) e desinfetante MIRAX (MX),
resultados que ndo foram obtidos no teste de triagem para sensibilidade, j& em relacdo aos
compostos PRODIGY (PD), 4 (10,25%) leveduras apresentaram sensibilidade, NIPPOBAC
(NP), 19 (48,71%) leveduras apresentaram sensibilidade e para o LEUCO-CLOREX 133
(CLX), 20 (51,28%) leveduras apresentaram sensibilidade, resultados divergentes aos obtidos
pelo método disco-difusdo. Para o detergente MAX (DTM), 35 (89,74%) leveduras foram

resistentes, dados similares aos obtidos nos testes pelo método do disco-difusao.

Tabela 5 — Avaliacdo da inibicdo do crescimento das leveduras frentes aos desinfetantes dos
testes de microdiluicdo em caldo

ID NP DFM | PD | 3000K | DSH3 | CLX | SFC4% | SFC1% | DTM | MX

1 DA S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/C C S/C
1DB S/C S/IC | S/IC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
3 S/C S/IC | S/IC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC

6 C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/C C S/IC
11 S/C S/IC | S/IC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
13 S/C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
14 C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/C C S/IC
15 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/C C S/IC
17 C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
19 S/C S/IC | S/IC| SIC S/C S/C S/C S/IC S/IC | SIC
21D?2 C S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/C C S/IC
21D5® C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/C C S/C
22D!? C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
22RA C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
26 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/C S/IC | SIC
30 C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/C
32D° C S/IC C S/IC S/C C S/C S/IC C S/IC
36D C S/IC C S/C S/C C S/C S/IC C S/IC
37 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/C S/IC | SIC
39 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/C C S/C
67 C S/IC | S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
68 C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
71 C S/IC |S/IC| SIC S/C S/IC S/C S/C C S/IC
82 C S/IC |S/IC| SIC S/C S/IC S/C S/C C S/C
90 S/C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
102 C S/IC | SIC| SIC S/C C S/C S/IC C S/IC
103 C S/IC |S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/C
120 C S/IC |S/IC| SIC S/C C S/C S/IC C S/C
124 S/C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
125 S/C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC C S/IC
135 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/C
154 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/C
178 S/C S/IC | SIC| SIC S/C S/C S/C S/IC S/IC | SIC
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179 C S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/C C S/C
180 S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/IC
6 GSA C S/IC C S/IC S/IC C S/IC S/IC C S/C
7 GSA S/IC S/IC |SIC| SIC S/IC S/IC S/IC S/IC C S/C
8 GSA C S/IC C S/C S/IC C S/IC S/C C S/IC
9 GSA S/IC S/IC |S/IC| SIC S/IC C S/IC S/IC C S/IC

Reagentes: (NP) NIPPOBAC; (DFM) MAX CARINHO; (PD) PRODIGY; (3000k) Detergente 3000K, (DSH3);
Detergente DASH3; (CLX) LEUCO-CLOREX 133; (SFC 4%) SURFIC 4%; (SFC 1 %) SURFIC 1% (DTM)
Detergente MAX; (MX) Desinfetante MIRAX. S/C (Auséncia Crescimento); C (Crescimento).

Diversos estudos demonstram que a desinfeccao adequada de superficies reduz a incidéncia de
IRAS (WEBER et al., 2010; (OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011). Entre desinfetantes
disponiveis, os produtos mais utilizados em ambientes hospitalares sdo a base de cloro e
polifendis (DANCER, 2004; GODDARD; MCCUE, 2001). Entretanto, os produtos a base de
alcool ndo podem ser utilizados para grandes superficies, devido a sua baixa eficiéncia na
destruicdo dos micro-organismos (SCHABRUN; CHIPCHASE, 2006). Os produtos a base de
cloro, hipoclorito e dicloroisocianurato de sodio em diferentes concentragdes sdo utilizados
para o controle microbioldgico de corredores, areas comuns, enfermarias, banheiros, salas de
cirurgia, entre outros. Entretanto, os derivados de cloro podem danificar diferentes tipos de
materiais (OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011). O cloro por apresentar carga neutra, se difunde
rapidamente juntamente com a agua para o interior do micro-organismo, exercendo acao
microbicida por oxidagdo de moléculas vitais do micro-organismo (GONZALEZ, 2011;
MENEZES, 2019).

CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que foram isolados 406 micro-organismos em diferentes
superficies nos 3 hospitais, antes e apds a desinfec¢do sendo destes, 39 (9,60%) leveduras,
isoladas em setores criticos como UTI (71,80%), enfermarias (25,64%) e centro cirdrgico
(2,56%), respectivamente, sendo as espécies de maior ocorréncia C. albicans (35,90%) e C.
krusei (35,90%) identificadas presuntivamente em meio de cultura cromogeno. Das espécies
confirmadas por sequenciamento, a maior ocorréncia foi de C. parapsilosis (37,50%) e
Trichosporon asteroides (37,50%).

Das 39 leveduras testadas, por meio do método de disco-difusdo todas, 100% apresentaram
resisténcia aos produtos NIPPOBAC (NP) e LEUCO-CLOREX 133 (CLX) e Detergente MAX
(DTM). Para os demais produtos testados, 36 (92,30%) das leveduras apresentaram resisténcia
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para MAX CARRINHO (DFM), 31 (79,48%) para PRODIGY (PD), 15 (38,46%) para 0
detergente 3000K (3000K), 12 (30,76%) para o detergente DSH3 (DHS3), 33 (84,61%) para
SURFIC 4% (SFC4%), e 32 (82,05%) para SURFIC 1% (SFC1%), Em contrapartida, todos 0s
isolados 100% apresentaram sensibilidade frente ao desinfetante MIRAX (MX).

Das 39 leveduras testadas, 100% apresentaram sensibilidade frente aos desinfetantes MAX
CARRINHO (DFM), detergente 3000K (3000K), detergente DSH3 (DSH3), SURFIC 4% (SFC
4%), SURFIC 1% (SFC 1%) e desinfetante MIRAX (MX), para os compostos PRODIGY (PD),
35 (89,74%) leveduras apresentaram sensibilidade, NIPPOBAC (NP), 19 (48,71%) leveduras
apresentaram sensibilidade e para 0 LEUCO-CLOREX 133 (CLX), 20 (51,28%). 35 (89,74%)
das leveduras apresentaram resisténcia ao detergente MAX (DTM) por meio do método de
microdiluicdo em caldo adaptado.

Portanto, nossos resultados demonstram a necessidade do aprimoramento nos protocolos de
limpeza empregados nos setores das unidades hospitalares, visto que varias espécies de
leveduras foram isoladas em diversas superficies de diferentes setores, podendo proporcionar
transmissdo cruzada por meio dos profissionais de salde e/ou fomites, favorecendo a

disseminacéo das IRAS.
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