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Resumo

As superficies hospitalares sao um reservatdrio de microrganismos quer pela mao de
profissionais de saude, visitantes e doentes, bem como pela reutilizacao de material como panos e aguas
de limpeza que proliferam para outras superficies e locais diferentes, cruzando-se com outros
microrganismos, conduzindo a formacao de comunidades bacterianas heterogéneas e biofilmes, que
protegem as bactérias e dificultam o acesso aos produtos de limpeza e desinfecao nao permitindo assim
a sua eliminacao.

A disseminacao de bactérias no ambiente hospitalar, a instalacao de biofilmes, o acréscimo de
doentes em imunossupressao, o aumento de técnicas mais invasivas, a falha de métodos de controlo
microbioldgico e da eficdcia de produtos e técnicas de limpeza permitem a acumulagao microbiana e,
consequentemente, de IACS, que conduzem a um aumento de morbilidade, mortalidade e gastos
econdémicos com internamento.

Varias técnicas sdo jd empregues para avaliacao da flora microbiana, usando desde métodos
diretos a métodos indiretos de colheita de amostras de superficies, e andlise por métodos de cultura
microbioldgica ou métodos moleculares como a PCR.

0O objetivo desta revisao da literatura foi verificar e analisar o método de recolha microbioldgica
mais usado e adequado para avaliacao da contaminacao microbioldgica em contexto hospitalar, bem
como identificar as zonas criticas.

A literatura indica que a falta de guidelines nao permite a uniformizacao de dados e técnicas
apropriadas, ressaltando apenas assim vantagens e desvantagens de cada método que devem ser
pensadas aquando da escolha. Quanto as zonas criticas, a casa de banho apresenta elevada carga
microbiana, em contraste com as enfermarias e as unidades de cuidados intensivos, com valores na sua

maioria inferiores a5 UFC/cm?.

Palavras-chave: Amostragem de superficie, Ambiente hospitalar, UFC, Bactéria
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Abstract

Hospital surfaces are a reservoir of microorganisms that, by the hand of health professionals,
visitors and patients, or the reuse of material such as cloths and cleaning water, proliferate to other
surfaces and different places, crossing with other microorganisms, leading to the formation of
heterogeneous bacterial communities and biofilms, which protects the bacteria and hinder access to
cleaning and disinfection products, preventing their elimination.

The dissemination of bacteria circulating in the hospital environment, the installation of biofilms,
the addition of immunosuppressive patients, the increase of more invasive techniques, the failure of
microbiological control methods and the lack of effectiveness of cleaning products and techniques, allow
microbial accumulation and consequently, IACS which lead to an increase in morbidity, mortality and
economic expenses with hospitalization.

Several techniques are already employed for the evaluation of microbial flora, using direct
methods or indirect methods of collecting samples from surfaces, and analysis by microbiological culture
methods or molecular methods such as PCR.

The purpose of this literature review was to verify and analyze the microbiological collection
method most used and suitable for the evaluation of microbiological contamination in the hospital setting
as well as identify critical areas.

The literature indicates that the lack of guidelines does not allow the standardization of
appropriate data and techniques, emphasising only the advantages and disadvantages, when it comes to
choose the best method. As for the critical areas, bathroom has a higher microbial load, in contrast to the

wards and intensive care units, where most of the values are less than 5 CFU/cm?.

Keywords: Surface sampling, Hospital environment, CFU, Bacteria
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1. Introducao

As superficies hospitalares sao um reservatdrio de microrganismos, sendo por isso uma via de
transmissao, proliferacao e propagacao de bactérias causadoras de Infecdes Associadas aos Cuidados de
Saude (IACS), agravando o estado de satide dos doentes bem como os gastos econdmicos com terapias e
internamentos (1,2).

Apesar do grande avanco cientifico e tecnoldgico atual, os microrganismos continuam a ser dos
seres mais desafiantes quer pela dificuldade no seu tratamento, quer pela sua capacidade de adaptacao
rapida. O aumento de resisténcia aos antibiéticos tem sido de grande preocupacao para a comunidade
cientifica pelo risco que representa para adquiririnfecoes, sobretudo infecoes associadas aos cuidados de
saude.

Segundo a Direcao Geral de Satide (DGS), a Infecao Associada aos Cuidados de Satide (IACS) "é
umainfecao adquirida pelos doentes em consequéncia dos cuidados e procedimentos de satde prestados
e que pode, também, afetar os profissionais de satde durante o exercicio da sua atividade.” O termo mais
usado é infecdes nosocomiais, contudo esta definicao exclui o ambulatdrio, sendo por isso o termo IACS
mais abrangente e mais correto ja que engloba todas as unidades prestadoras de cuidados de satde.
Apesar de 1/3 das IACS poderem ser evitdveis, 0 aumento da esperanca de vida, as terapias de
imunossupressao e as terapias invasivas fazem aumentar a sua incidéncia entre doentes mais
vulnerdveis (3).

0 ambiente hospitalar é um potencial reservatdrio de microrganismos patogénicos, constituindo
uma importante via de transmissao de infeces (4). Nao obstante, as maos dos profissionais de satide
constituem também uma importante rede de transmissao de infe¢oes cruzadas, bem como os
dispositivos usados pelos mesmos, sobretudo por falta de higienizacao entre doentes (5).

0 Programa Nacional de Controlo de Infecao de 2012, "Estudo Nacional de Prevaléncia de Infecao
Associada aos Cuidados de Satide e do Uso de Antibidticos em Unidades de Cuidados Continuados”,
reporta que 22% dos doentes em cuidados continuados tinha mais de 85 anos, aliado a isso, 72,1%
apresentava mobilidade diminuida, 65,8% incontinéncia urindria e/ou fecal, 15,5% dos doentes estavam
algaliados e, em 86,3% destes a algdlia estava presente ha mais de 3 meses. Em 15,4% registou-se a
presenca de Ulceras de pressao e em 13,2% a presenca de outro tipo de feridas. Todos estes fatores
tornam os doentes mais vulneraveis a adquirirem uma IACS (6).

Em Portugal, o relatério do Programa Nacional de Prevencao e Controlo da Infecao Associada aos
Cuidados de Satde de 2007, dava conta que a prevaléncia verificada foi de 8.4% de doentes com IACS,
sendo que a infecao por Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) representa cerca de 50%

desse valor (3,6).



Segundo o relatdrio "The european centre for disease prevention and control (ECDC) Pilot point
prevalence survey of healthcare-associated infections and antimicrobial use" de 2011, as IACS
representam um desafio em relagao a seguranca e qualidade dos cuidados de salde em todo o mundo,
comuma prevaléncia de 5,7% na Europa, o que significa 81.089 doentes com uma IAC por dia em hospitais
europeus de cuidados agudos, onde o valor mais alto correspondia a Portugal com 10,8% e o valor mais
haixo a Letdnia com 2,3% (7). A prevaléncia de IACS é definida como "o niimero de episddios de infegao ou
doentes infetados por 100 doentes presentes nos estabelecimentos de sadde ou enfermaria em
determinado momento" (8).

Apesar dos grandes avancos as IACS ainda sao um problema sério para os cuidados de satde.

Alguns estudos mostram que os microrganismos mais frequentemente associados a IACS sao:
Escherichia coli (15.9%), Staphylococcus aureus (12.3%), Enterococcus spp. (9.6%), Pseudomonas
aeruginosa(8.9%) Klebsiella spp. (8.7%), Staphylococcus coagulase-negativa (7.5%), Candida spp. (6.1%),
Clostridium difficile (5.4%), Enterobacter spp. (4.2%), Proteus spp. (3.8%) and Acinetobacter spp. (3.6%),
estando ainda presentes bactérias com resisténcias a antibidticos (9).

Em Portugal a percentagem de bactérias causadoras de IACS varia ligeiramente em relacao a
média europeia (Figura 1)(10).

E:scheerichia coli
Klebsiella spyp.
Proteus spp. I
Pseudomonas spp. I
Staphylococcus. . I
Enterococcus spp.
Morganella spp.
Citrobacter spp.

Candida spp.
Clostridium spp.

5 10 15 20 25 30 35
% do total de microrganismos

Figura 1- Os 10 principais agentes causadores de IACS por ordem de prevaléncia, em Portugal (retirado de DGS
2015)(10)

Entre 2009 e 2018, em Portugal, a adesao global ao programa de higienizacao das maos teve um
aumento de 38,75%, atingindo em 2018 os 75,1%, entre as unidades de salde que participavam na
monitorizagao da higiene das maos. No mesmo passo, notou-se uma reducgao de IACS, como é o caso da
pneumonia associada ao ventilador que reduziu em 36,6%, da infecao associada ao cateter intravascular
central em UCI de adultos reduziu em 57,1%, da infecao do local cirdrgico de cdélon e reto reduziu em13,5%,
da infecao do local cirtirgico de prétese de joelho reduziu em 52,9%, da infecao associada ao cateter

intravascular central em unidades de internamento reduziu em 45,0%, face ao mesmo periodo(11-13).



Em Portugal, a resisténcia aos antibiéticos diminuiu em 20.1% face a Staphylococcus aureus
resistente a Meticilina (MRSA) entre 2011-2016, mas aumentou em 73% em K. pneumoniae resistente a
carbapenemos, entre 2009 e 2016. As resisténcias de E. coli, P. aeruginosa, Acinetobacter, S. aureus,
Enterococcus tém mostrado tendéncia para diminuir, 0 oposto se verifica para K. pneumoniae. Para
Streptococcus pneumoniae nao se verificaram alteracdes que permitam prever o seu comportamento
futuro(11).

Quanto ao uso de antibidticos verificou-se uma prevaléncia de 9,4% em Portugal, sendo a média
europeia de 6,5%, tendo-se observado diferencas significativas entre paises (minimo 1,4% na Alemanha
e maximo 19,4% na Irlanda do Norte)(6). Como se pode verificar, embora nao seja uma diferenca muito
grande, face a média europeia, Portugal apresenta uma prevaléncia maior de IACS, bem como um maior
do uso de antibidticos.

Dados relativos a 2017 para a prevaléncia das IACS em unidades de cuidados continuados, em
Portugal, mostram que a infecao urindria associada a utilizacao de cateter e a infecao respiratdria
decorrente do uso de instrumentos de contato direto com as vias respiratdrias, sao as mais prevalentes
(Figura 2)(13).

m Infecio do Trato Urinario

m Infecdo do Trato Respiratorio
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m Evento Febril ndo explicado

m Infecdo da Corrente Sanguinea

Figura 2-Distribuicdo Relativa da Prevaléncia das Infecdes associadas aos Cuidados de Satide em Unidades
de Cuidados Continuados Integrados em Portugal em 2017 (retirado de DGS 2018)(13)

Estas infecdes podem ser transmitidas em ambientes hospitalares contaminados, com origem
sobretudo nas chamadas “superficies de alto toque” incluindo macanetas, camas, interruptores, grades de
protecao nos corredores e mesas de doentes internados (14). As superficies de alto toque préximas dos
doentes tém maior carga microbioldgica e podem contribuir para uma transmissao secunddria pelo
contato direto com o doente ou pelas maos de profissionais de satide e visitantes, estimando-se que cerca

de 30-40% das IACS sejam transmitidas pelas maos dos profissionais de satide (2,15). Além disso,



estima-se ainda que 20% a 25% sejam devido a terapéutica antibidtica sucessiva e prolongada, 20% a
25% podem resultar do contacto com microrganismos adquiridos na comunidade e 20% tém origem
desconhecida (3).

As bactérias podem permanecer vidveis em superficies inanimadas desde a alguns dias até

semanas e meses, conforme a Tabela 1apresenta (16).

Tabela 1- Bactéria e duracao de persisténcia em superficies inanimadas (adaptada de Kramer et al.

(2006))(16)

Bactéria Duracao da persisténcia
Acinetobacter spp 3 dias a5 meses
Clostridium difficile (spores) 5 meses
Escherichia coli 1,5 horas a 16 meses
Enterococcus spp.incluindo VRE e VSE 5 dias a 4 meses
Klebsiella spp. 2 horas a 30 meses
Proteus vulgaris 1-2 dias
Pseudomonas aeruginosa 6 horas a 16 meses; chao seco 5

semanas
Staphylococcus aureus, incluindo MRSA 7 dias a 7 meses

A limpeza e desinfecdo hospitalar sobretudo nas areas envolventes ao doente ou tocadas pelo
pessoal clinico devem ser desinfetadas com vista a reducao de probabilidade de transmissao. Rawlinson
etal.(2019) referem um aumento de 73% de probabilidade de um novo doente desenvolver uma IACS se
o doente anterior tiver tido uma IACS (17).

Enquanto o uso de detergentes permite sobretudo remover a sujidade, a gordura e o p6, sao 0s
desinfetantes quem tém efeito bactericida contra a maioria dos microrganismos presentes. Os
microrganismos sao capazes de viver nas mais variadas superficies, sejam elas de plastico, aco, madeira,
vidro e em muitos outros materiais e locais considerados indspitos para a sua sobrevivéncia. Esta
sobrevivéncia esta muitas vezes relacionada com a capacidade de formar biofilmes. Quanto mais uma
superficie é aspera, porosa ou irregular mais facil serd a acumulagao de bactérias e, por outro lado, mais
dificil serd manter o seu estado de limpeza e desinfecao. A humidade assume também um papel
importante ja que a presenca de dgua potencia a propagacao microbioldgica (18-21).

Biofilme define-se como uma comunidade bacteriana, isto é, agregacao de uma ou mais espécies

de bactérias. A primeira fase, adesao (Etapa 1, Figura 3), depende de elementos microbianos bem como do

tipo de superficie e ambiente em que esta se encontra. As bactérias que estao em circulacao livre sao



chamadas bactérias plancténicas e quando aderidas a uma superficie denominam-se bactérias sésseis.
A adesao pode dar-se ao acaso ou ser induzida por quimiotaxia em funcao das carateristicas fisico-
quimicas da superficie, resultando em ligacoes eletrostaticas ou hidrofébicas. De sequida, a sequnda fase
chamada de ancoragem (Etapa 2, Figura 3), as células passam a segregar uma matriz extracelular de
polissacarideo e formar um agregado entre si e aderente a uma superficie abidtica ou bidtica. Os
elementos de viruléncia como adesinas, pili e fimbrias atuam nesse sentido. Enquanto a primeira fase é
considerada reversivel, a partir da segunda fase a adesao é irreversivel. Diversos fatores interferem na
velocidade da formacao do biofilme, entre eles, a temperatura, a taxa de adesao, a presenca de
antimicrobianos e a composicao nutricional da superficie (22—26).

A terceira fase passa pela formacao de uma microcoldnia ou biofilme imaturo (Etapa 3, Figura 3),
gue com o passar do tempo ird organizar-se e tornar-se um biofilme maturo (Etapa 4, Figura 3), com uma
estrutura semelhante a cogumelo, envoltos em substancias sobretudo acticares e rodeado de poros e
canais de dgua que funcionam como um sistema de troca de oxigénio, de nutrientes e metabdlitos. Além
disso, a camada externa protege as células ao atuar como meio de defesa, dificultando a penetracao de
agentes germicidas. Quando o ambiente nao se torna mais propicio a manutencao do biofilme ou o
biofilme decide dispersar-se, sao segregados mini-agregados bacterianos que poderao invadir uma nova

superficie e recomecar o ciclo de um biofilme (22-26).
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Figura 3- Desenvolvimento de um biofilme (Adaptada)(27)

No entanto, 0o amplo uso de desinfetantes quimicos apresenta riscos para o meio ambiente. Além
disso, as bactérias podem adaptar-se a uma variedade de condicdes fisicas e quimicas ambientais, tendo

por isso sido relatados casos de resisténcia a antissépticos e desinfetantes amplamente utilizados (9).



Servem de exemplo os dlcoois (Isopropilico, dlcool etilico), compostos quaterndrios de amdnia
(Alquil-dimetil-benzilo cloreto de amonio, alquil-dimetil-etilbenzil cloreto de aménio, fendis (Benzil-4-
clorofenol, Amilfenol, fenilfenol) e iodo, sendo usado em limpeza detergentes e desinfetantes com
cloro(2,28).

Nos espacos envolventes é sugerido ao doente o uso de desinfetantes designados, pela
Environmental Protection Agency (EPA), de nivel baixo ou intermédio como dlcool etilico ou isopropilico
(70-90%), Hipoclorito de sddio (5,25-6,15%, diluido 1: 500 fornece> 100ppm de cloro disponivel), solucao
de detergente germicida fendlico (diluicdo segundo informacao do fabricante) ou solucao detergente
germicida de iodo (diluicdo segundo informacao do fabricante)(29).

Na maioria dos casos os produtos de limpeza sao eficazes contra 0s microrganismos mas muitas
vezes nao contra os seus esporos, sendo por isso recomendavel o uso combinado de esporicidas(30).

A descontaminacao nos cuidados de saude é assim um ponto critico na prevencao e controlo de
transmissao de infecoes. Estudos mostram que 50% das superficies de alto toque em torno das dreas dos
doentes nao sao devidamente desinfetadas por erro humano ou inacessibilidade, e 5-30% das superficies
permanecem contaminadas pela ineficdcia dos detergentes em férmulas que referem destruir os
biofilmes (2,4).

Estudos mostraram que quando um pano é usado para limpar diferentes superficies, a
contaminacao é transferida nessa superficie e nas maos da pessoa que segura o pano. Embora esteja
presente o desinfetante, a eficacia deste depende de outros fatores como a sua concentracao, o tempo de
contato com superficies, os tipos de bactérias ou virus, e os cuidados com os esfregoes ou panos. A
reutilizacao de panos concomitantemente com a nao alteracao da solucao pode, além de nao desinfetar,
espalhar e potenciar a contaminagao. Assim, recomenda-se que a solucao seja substituida apds cada trés
a quatro salas com intervalos nao superiores a 60 min (15).

Vdrios estudos mostram que muitas das praticas de limpeza e desinfecao nao sao suficientes,
sendo ainda dificeis de monitorizar uma vez que nao existem padrées mensurdveis, nem guidelines que
permitam determinar que valores sao considerados satisfatdrios para cada zona, potenciando a nao
uniformizacao de valores e prdticas (19,31,32).

A parte dos blocos operatérios e salas limpas, para as quais j& foram definidos valores limite e
procedimentos relativamente a contaminacao microbioldgica (25), nas restantes dreas hospitalares ha
umalacunano que se refere a valores admissiveis para a presenc¢a de microrganismos, o que resultanuma
dificuldade acrescida em estabelecer metodologias de amostragem e procedimentos validados para
obtencao de resultados microbioldgicos quantitativos, sendo dificil a comparacao inter e intra-hospitalar,
bem como diferenciar valores aceitdveis entre uma andlise casual ou de rotina (29,32).

Dancer et al. (2004), referem que valores superiores a 1 UFC/cm? deveriam ser um sinal para a

necessidade de se verificar ou repetir os processos de limpeza (32) e Dolan et al. (2011) assumem o



mesmo valor, mas para a presenca de bactérias multirresistentes (34). Contudo, este valor nao é
consensual; nos EUA o valor estd definido como <5 UFC/cm? e no Reino Unido <2,5 UFC/cm?. No entanto
<5 UFC/cm? é considerado internacionalmente como o valor aceitdvel para contagens totais (32,34,35).

Comparativamente a analise de superficies para manuseamento de alimentos, ja estao definidos
valores de conformidade para a presenca de microrganismos e procedimentos validados que garantem
que a quantidade, o local de colheita, as condi¢oes de incubacao e todas as demais varidveis estao bem
definidas, permitindo a obtencao de amostras representativas, mensuraveis e qualificaveis (36,37).

No caso das andlises de limpeza e desinfecao em contexto hospitalar, sem um procedimento
devidamente validado, o método usado pode nao ser o mais indicado, nao sendo pois representativo da
verdadeira populacao microbiana presente, conduzindo a conclusdes erréneas que poderao afetar
severamente a satide dos doentes e a seguranca hospitalar (38,39).

As necessidades de controlo variam de acordo com 0 ambiente em questao. Por exemplo, quando
se fala de um ambiente farmacéutico entende-se que a presenca microbioldgica tem de ser reduzida a
zero, uma vez que se manipulam quimicos e terapéuticas que vao ser administradas a doentes. No
entanto, quando se fala de industrias, o critério de aceitacdo nao é zero, mas sim que nao se verifiquem
contaminacdes cruzadas, ou seja, que estejam no local da producdo e armazenamento apenas 0s
microrganismos ligados aos processos de fabrico. Ja no caso dos servicos hospitalares, a intencao é nao
sdrastrear a eficdcia dos processos de desinfecao, mas sobretudo atuar ao nivel da detecao de patégenos
que, se nao controlados, podem ser causadores de problemas de saude publica. De facto, as superficies
parecem ser potenciais reservatdrios de microrganismos patogénicos, sendo por isso necessario
controld-los e até mesmo elimina-los. Assim, podemos verificar que as necessidades se alteram
conforme se alteram os ambientes e os objetivos (19,40,41).

No ultimo século tém sido usadas vdrias técnicas de detecao de amostras microbioldgicas em
superficies, desde recolhas com zaragatoas até placas de contato.

A recuperacao total de microrganismos presentes nunca é conseguida por nenhum método. A
eficiéncia da recuperacao de um método de amostragem ¢é influenciada por vdrios fatores como as
interacdes entre os materiais e 0 organismo, a prépria superficie e o material em si, da capacidade de
recolha, acessibilidade e facilidade de desprendimento; a presenca de matéria organica e de outros
organismos; as condicdes de transporte e de armazenamento (tempo, temperatura, meios de transporte)
que podem danificar ou adulterar a composicao do local de amostragem. Como a amostra equivale a um
pequeno niimero de organismos ou a anadlise de uma pequena drea, os procedimentos devem ser
aplicados uniformemente, de modo a obter valores representativos de toda a superficie (42,43).

Todas as varidveis devem ser pensadas e ponderadas, de modo a escolher-se um método eficaz

que forneca dados crediveis, aplicaveis e cientificamente significantes.



Como forma de garantir estes objetivos deve atender-se a alguns fatores como: qualificacao do
pessoal que efetua a colheita e andlise; qualificacdao do laboratdrio; politicas e procedimentos de
seguranca apropriados; registo e documentacao; garantia de qualidade e procedimentos de verificacao da
mesma; e, compreensao cuidada dos resultados obtidos.

Em qualquer circunstancia, o uso de técnicas assépticas e de materiais estéreis é essencial para
garantir a viabilidade dos resultados, de forma a garantir que nenhuma contaminacao adicional intervém
durante o processo de recolha, sendo por isso a amostra representativa do local analisado. Além disso,
antes da amostragem deve ser pensado o local onde a amostra serd recolhida (a distribuicdo
microbioldgica ndo é na maioria dos casos homogénea em toda a superficie) e a quantidade de amostras
que deverao ser recolhidas (42).

Muitas varidveis podem interferir no processo, como seja:

a) a capacidade de alguns agentes sobreviverem e produzirem toxinas nas superficies por
longos periodos de tempo;

b) ainterferéncia de outras particulas, organismos, inibidores de crescimento, ou inibidores da
amostra;

c) propriedades aderentes dos microrganismos;

d) otamanho da superficie a ser analisada (a taxa de recuperacao diminui quando se aumenta
a area);

e) condicdes de transporte e acondicionamento;

f) otempo,temperatura;e,

g) osmétodos de detecao usados no laboratdrio (42,44).

Quando o objetivo da amostragem é fornecer indicacdes da presenca ou auséncia de determinado
organismo, diz-se ser um método qualitativo; quando se pretende determinar o ndmero de
microrganismos detetados na superficie, usam-se métodos quantitativos que resultam na obtencao de
um ndmero por drea dada ou por peca.

A presenca de residuos de desinfetantes deve ser tida em conta na escolha dos meios de
transporte/meios de recolha de amostra, uma vez que estes podem conduzir a efeitos téxicos e reduzir o
ndmero de microrganismos ou conduzir a resultados erréneos, os falsos negativos. Assim, aquando da
recolha de amostras, na presenca de desinfetantes a base de hipoclorito de sddio, compostos
quaternarios de amoénio, peréxido de hidrogénio, e compostos fendlicos, deve ser considerada a adicao de
agentes neutralizadores adequados para cada tipo, conforme apresentado na Tabela 2. Servem de
exemplo a leciting, a histidina, o Polisorbato 80 e o tiossulfato de sddio que neutralizam desinfetantes e
antissépticos comumente usados. A escolha do neutralizante deve ser baseada na compatibilidade deste

para o ensaio, na sua toxicidade para o organismo pretendido e no tipo de desinfetante usado para a



descontaminacdo. A adicao de surfactantes na mistura pode mudar a hidrofobicidade da membrana, a
interacao entre microrganismos, a interacao dos materiais de amostra e dos equipamentos, podendo

aumentar a capacidade de dispersao e diminuir a aderéncia(45,46).

Tabela 2- Tipo de agente e o neutralizador (adaptada de Baldock et al. 1974 e Shintani et al. 2015)(47,48)

Agente Neutralizante

Compostos de amonio quaterndrio Lecitina e Polisorbato 80

Desinfetantes fendlicos Polisorbato 80, carvao, cloreto de ferro, lecitina
Etanol Lecitina em Polisorbato 80

Formaldeido I6es de aménio, Polisorbato 80, sulfito de sédio
Halogéneos Tiossulfato de sddio

Hexaclorofeno Polisorbato 80, lecitina,

Mercurio Tioglicolato de sadio, sulfito de sodio

Perdxido de hidrogénio Catalase, tiosulfato de sddio

lodo Polisorbato

Hipoclorito de sédio Tiossulfato de sé6dio

A incorporacgao de espécies controlo na amostra pode ajudar o operador a avaliar a eficacia e a
toxicidade bem como as propriedades bacteriostaticas e flingicas do neutralizante. Os meios usados
devem ainda ser verificados quanto a sua esterilidade e capacidade de crescimento microbioldgico
(43,45,49).

A andlise oportuna da amostra é importante para obter resultados precisos; além disso as
condicoes de transporte devem ser tidas em conta e, se possivel evitadas as variacdes extremas de
temperatura durante o transporte, quer pelas temperaturas sazonais quer pelas condi¢des de transporte
ou da prépria embalagem. As temperaturas 6timas, meios de transporte, e o tempo de espera pode variar
conforme o tipo de organismo, contudo, esta é por norma recomenddvel proxima de 5 °C, com meios de
transporte como Meio de Stuart, Meio de Amies com ou sem carvao, Meio de Cary-Blair sendo a andlise
feita em menos de 24h. Se as amostras contém organismos patogénicos ou substancias tdxicas, devem
ser reportados e transportados de modo conforme (19,31,41,44,50,51).

Enquanto um resultado positivo é evidente, um resultado negativo pode nao significar que o
organismo nao estd presente, mas sim que nao foi possivel detetd-lo ou quantifica-lo de acordo com o
método usado e as suas capacidades e especificacdes. Assim, é preciso ter em conta a sensibilidade,
precisao, seletividade, exatidao, limiares analiticos, reprodutibilidade, repetibilidade, desvios e erros

associados.



Os métodos de recolha de amostra podem ser agrupados em indiretos ou diretos conforme o

tratamento da amostra necessario.

11. Métodos indiretos de recolha

Os métodos indiretos de recolha, sao métodos que requerem o tratamento da amostra. A amostra
é retirada da superficie em andlise, de sequida acondicionada corretamente (com ou sem meio de
transporte) e levada para laboratério onde é processada. O processamento envolve a extracao do
microrganismo do material de recolha com recurso a agitacao ou vortex, permitindo o desprendimento da
amostra numa solucdo de tampao (PBS ou agua peptonada, por exemplo). Da solucdo mae sao
preparadas diluicdes, e da suspensao mae e de cada uma das diluicbes preparadas, retira-se
assepticamente o volume pretendido, para ser plaqueado em placas de agar conforme o microrganismo
pretendido. Meios ndo seletivos serao escolhidos para crescimento total, ao passo que, meios seletivos e
diferenciais serao usados para detecao de microrganismos especificos uma vez que sao suplementados
de acordo com as necessidades do mesmo. O resultado pode ser apresentado em UFC/cm? por drea de
andlise ou utensilio (17-19,31,41,50).

Uma vez que requerem tratamento de amostra, os métodos indiretos estao mais sujeitos a
contaminacao (17). De entre os métodos indiretos destacam-se a zaragatoa, esponjas e panos a seguir

discriminados.

111, Zaragatoa

0 uso de zaragatoa, ou também chamado de método de esfregaco, é considerado o método mais
convencional e por isso recomendado, sendo usado na maioria das superficies, sejam elas pldstico, aco,
madeira ou até mesmo para estudos de campo (21,52), para dreas de 20cm? a 100cm?(53). Permite o
acesso a areas de dificil alcance, tais como cantos e fendas, e dreas inacessiveis aos dispositivos maiores.

Este método é usado na inddstria alimentar para detecdo de bactérias patogénicas (19,54).

Por convencao usa-se uma zaragatoa estéril, em que a cabeca é de algodao (55) e a haste de
madeira, no entanto outros tipos de materiais podem ser usados quer ao nivel da cabeca (poliéster e
alginato de sddio, em que o dltimo permite uma maior libertagcao de microrganismos por dissolver-se no
meio) quer ao nivel da haste (madeira, pldstico)(56). Pode ainda ser usado a seco (se a superficie esta
hdmida) ou pode ser molhado em 0,1% de dgua peptonada estéril em Diluente de Mdxima Recuperacao
(MRD)(57) ou noutro tampao de extracao tendo em conta que se ha presenca de vestigios de detergentes
ou desinfetantes, um neutralizador deve ser incorporado (21). Se se pretender uma avaliacao quantitativa

o fluido nao deve conter nutrientes que promovam o crescimento durante o transporte para o laboratdrio.
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A eficiéncia de cada material pode variar uma vez que a aderéncia a superficie do meio ambiente
e a adesao ao material sao determinados pelas interacoes fisicas e quimicas do organismo com a
superficie e o material de zaragatoa, variando de organismo para organismo (58,59). 0 método de
zaragatoa apresenta taxas de recuperacao entre 22% e 58% (17).

As zaragatoas de recuperam significativamente mais colénias quando usadas em superficies
huimidas. Enquanto a zaragatoa de Nylonrecupera 43,6%, a zaragatoa de Dacron e poliéster apresentam
taxas mais baixas, 24,1% e 14,1%, respetivamente (60). Rawlinson et al. (2019) corroboram a mesma
conclusao ao afirmar que é encontrada maior recuperagao na zaragatoa de Nylon (55,4%) face ade Rayon
(19,7%) (17).

A zaragatoa € entao esfregada pela superficie de interesse e de sequida colocada num meio de
extracao que permita a agitacao da zaragatoa (manual ou mecanica) para libertar os microrganismos para
0 meio, ou seja, recupera-los, sendo de sequida em laboratdrio plaqueadas a partir do meio de extragao ou
entao, de diluicdes desse. O algodao tem a capacidade de capturar bactérias e esporos de fungos (56).

0 vortex (agitacao mecanica) melhora a recuperacao em zaragatoas em flocos de 60% a 76%,
mas nao a partir de zaragatoas de Rayon. No geral, este dd os melhores resultados, exceto para as
zaragatoas de poliéster, em que a sonicacao se mostrou mais adequada. Um tempo ideal de 2 min de
virtex mostrou-se superior a 12 min de sonicacao, seguido de agitacao (17). 0 método de inoculacao direta
em comparagao com o uso de uma membrana filtrante, mostrou que este ultimo apresenta maior taxa de
recuperacao (29,4%) face ao outro (24%)(60).

0 tipo de material deve ser escolhido tendo em conta o que se pretende analisar. Se por um lado o
alginato pode aumentar a recuperacao de microrganismos, por outro lado, em alguns casos pode mostrar-
se toxico (54,55,57).

Como este método depende em grande parte do operador, torna-se dificil a sua padronizacao pois
depende do grau de pressao aplicada, da quantidade de tempo gasto, o grau de rotacao de zaragatoa, entre
outras. Esta variabilidade entre os individuos pode ser minimizada com um programa de treino eficaz.
Além disso esta limitada a area de andlise. Por outro lado, é versatil tanto para andlises moleculares como

analises a microrganismos: bactérias, fungos, virus e toxinas bioldgicas (31).

11.2. Esponjaou pano

0 método de lavagem é mais utilizado quando se requer a andlise de areas maiores (> 100cm?),
fazendo uso de esponjas ou tecidos estéreis para a recolha. Podem ser usados materiais como algodao,
mas também celuloses que se tém mostrado eficazes (61). Ha ainda uma maneira mais vigorosa, que
passa pelo uso de uma escova de dentes (que facilitara a quebra de aderéncia dos microrganismos as

superficies) seguindo-se do uso de toalhetes (62).

1"



Esta técnica é muito usada na drea alimentar, em ambientes artesanais ou industrias de fabrico de
gueijos e lacticinios para recolher os microrganismos em caso de contaminacao suspeita (18,19,54).

Apesar deste método se mostrar eficaz narecuperagao de microrganismos, apresentando taxas de
recuperacao de 40,5-98,3% em vdrias superficies (17), apresenta algumas limitacdes como € o caso da
fraca reprodutibilidade, pois hd diferencas ao nivel da pressao que é exercida entre operadores e até entre
o mesmo operador (63). A permanéncia dos microrganismos aderidos as esponjas ou tecidos, pode fazer
diminuir a recuperacao o que requer o uso de agitacao ou vortex. A eficiéncia da recuperagao parece estar
mais ligada a textura e nao a porosidade, além disso, um resultado negativo pode nao implicar a auséncia
de microrganismos devido ao limite de detecao (18).

Apesar destas limitacdes continua a ser o mais usado para superficies de dificil acesso ou
irrequlares, que nao possibilitam o uso de métodos de contacto, uma vez que permite detetar varios
microrganismos (bactérias, fungos, virus) quando se suspeita que a contaminacao seja heterogénea, bem
como toxinas (31). Nao permite contudo avaliar as camadas internas (como é o caso da madeira)(18,54).

Na&o obstante, permite a andlise de mdiltiplos locais (19).
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1.2. Métodos diretos de recolha

Os métodos diretos de recolha, sao métodos prdticos, simples e que nao requerem tratamento de
amostra. A amostra permanece no mesmo meio em que € retirada da superficie em analise, sendo
posteriormente incubada tendo em conta a andlise pretendida e o microrganismo presente. Assim como
nos métodos indiretos, nos métodos diretos podem ser usados meios nao seletivos para crescimento total
e meios seletivos e diferenciais para detecao de microrganismos especificos. O resultado é apresentado
em UFC por drea da placa (17-19,31,41,50).

Uma vez que nao requerem tratamento de amostra, os métodos diretos estao menos sujeitos a
contaminacdo, uma vez que nao existe extracao nem diluicdes que acumulam erros (17). Sao usados para
a verificacao da eficiéncia da higiene (19).

Em caso de contaminacdao excessiva, estes métodos nao permitirao a quantificacao pela
ocorréncia de sobreposicao de coldnias na placa, impossibilitando a contagem, sendo por isso mais usado
em superficies “limpas”, uma vez que nestas devera resultar um nimero de coldnias possivel de contar
(64).

0 método consiste assim em pressionar as placas de meio seletivo ou nao seletivo nas superficies
e incubar as mesmas de sequida. Esta assim limitada em termos de drea e de microrganismos viaveis
capazes de crescer no meio (19). Tende a ser usado em grandes superficies ambientais como hospitais ou
inddstrias em alternativa ao esfregaco. Na maioria dos casos tratando-se de dreas grandes faz-se a
recolha de 5 placas de contato de 5 locais distintos da superficie para um melhor recobrimento e obtencao
de um perfil mais representativo e fidedigno da superficie (64).

Este método é usado em contexto alimentar e ocasionalmente na clinica (18,19). Contudo, devido
a falta de acessibilidade aos microrganismos em meios porosos ou irregulares ou em superficies muito
contaminadas, este método nem sempre pode ser usado (65).

A reprodutibilidade pode ser consequida pelo uso de um aplicador de forca constante (peso ou
mola). Como alternativa surge ainda um método que consiste em verter o agar diretamente sobre a
superficie, no entanto, quase impossivel de usar em contexto industrial (18,66).

De entre os métodos diretos destacam-se as placas Replicate Organism Detection and Counting

(RODAC), Dipslides e placas Petrifilm™,
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1.21. RODAC

Este método permite a quantificacdo e andlise da viabilidade com 20-26 ¢cm? para as placas
RODAC (19).

As placas de contato sao convexas na parte inferior e a superficie do agar estende-se
ligeiramente para além das paredes laterais da placa, permitindo o contacto com superficies solidas. Nao
requer assim preparacao de amostra, apenas incubacao e a prépria placa servird para contagem de UFC.
0 seu método de aplicacao é simples, rapido e ideal para medir a contaminacao de grandes areas onde

muitas amostras sao necessarias para se poder realizar validacao estatistica (18,19,31,54).

1.2.2. Dipslides

Dipslides ou "coupon-printing'(camada fina de plastico coberta com um meio de cultura em
ambos os lados), apresentam percentagens de recuperacao inferiores (67), no entanto permitem analisar
superficies irregulares como macanetas, com uma analise por placa de 7-12 cm?(19).

Inicialmente desenvolvidos para a detecao de microrganismos em liquidos, mais tarde foram
adotados para uso em superficies de amostragem. O facto de terem uma estrutura plastica exterior

permite manter o Dipslide em estado asséptico (18,19,31,54).

1.2.3. Petrifilm™

As placas de Petrifilm™ destinam-se a ser utilizadas como substituicdo conveniente para
métodos convencionais de espalhamento, com uma area de 7-12 cm?, consistindo numa fina camada de
meio desidratado sobre um suporte de papel e filme transparente. O meio é reidratado com 1 ml de agua
tamponada e deixado em repouso por 15 minutos. De sequida a placa Petrifilm™ pode ser usada como
uma placa de contacto, pressionando suave e uniformemente a superficie a ser amostrada. Apds a
remocado da superficie, o filme plastico transparente é cuidadosamente rolado sobre a superficie do dgar

para selar aumidade (18,19,31,54).
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1.3. Outros Métodos

E importante serem referidos a sequir ainda outros métodos, que sao aplicados sobretudo para
superficies mais porosas, apresentando alguns uma destruicao do objeto de analise, sendo porisso menos
usados face aos métodos anteriormente descritos. Além disso, sao por vezes usados como meios

auxiliares aos anteriores (18,31).

1.3.1. Lavagem e métodos imersao

0 método de lavagem e imersao € usado para detetar e enumerar bactérias que estejam
presentes durante o processamento alimentar ou no ambiente de transporte, existindo para o efeito
muitas alternativas (18).

Geralmente a zaragatoa ou esponja (ou algum material do equipamento) é colocado dentro do
saco de plastico estéril. De sequida é calculado o seu peso e, posteriormente, adicionada uma solucao
tampao (por exemplo, citrato de sddio a 1%, dgua destilada, dgua peptonada) e agitada conforme o
necessario e possivel. Este passo € crucial para a libertacao dos microrganismos da superficie em estudo
para o tampao. Sequidamente, o liquido do saco é plaqueado diretamente e/ou com diluicoes (18).

Apesar de permitir 0 acesso a poros e superficies irregulares apresenta menor eficacia que os

restantes métodos destrutivos. S6 é exequivel para pecas de menor calibre, além de danificar amesma.

1.3.2. Sonicacao

A sonicacao é usada para romper membranas celulares, agregados celulares e também para a
desagregacao e libertacao de biofilmes, através da emissao de ultrassons que podem variar de 28Hz até
280Hz de 4 min a 10 segundos, respetivamente (18)

E usada para monotorizacio de microrganismos em superficies sélidas para questdes de higiene
e salide, para desalojar o biofilme da superficie deimplantes que foram removidos e para avaliar o material
de revestimento naindustria agroalimentar. A sonicagao é atualmente utilizada, juntamente com métodos
de imersdo e agitacao, para recuperar as bactérias patogénicas em biofilmes de superficies sdlidas que
sao frequentemente feitos de metal ou de aco inoxiddvel (20,68,69).

Este método pode ainda ser acoplado com pressao de vacuo para superficies mais porosas como
é 0 caso damadeira, permitindo recuperar bactérias e os esporos de fungos, mostrando rendimentos mais
elevados quando comparado com a moagem (18).

Apesar de mostrar uma elevada recuperacao de microrganismos, torna-se mais eficaz quando

acoplado com imersao, lavagem ou a pressao de vacuo. No entanto, é de dificil uso fora do contexto
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laboratorial porque requer a retirada de pecas, esta limitado a pecas de menor dimensao, além de poder
estragar a superficie por estar em contacto com liquidos. O método é assim moroso, mas a aplicacao de
sonicacao seguida de esfregaco parece mostrar melhores rendimentos de recuperacao. A vantagem do

método reside ainda no facto de nao apresentar mortalidade e permitir uma extracao profunda (18).

1.3.3. Raspagem e moagem

De todos os métodos destrutivos, a raspagem e moagem apresentam as maiores taxas de
recuperacao para materiais de superficie que sao irregulares ou porosas, como o caso da madeira. Um
estudo realizado mostra que os microrganismos penetram apenas até 2-3 mm da superficie (62).

Contudo, este método nao pode ser usado em superficies como o aco e superficies plasticas, dada
a sua dureza. Por outro lado, a moagem raramente pode ser usada a nivel industrial uma vez que conduz
a perda total da amostra (70).

0 método consiste assim na raspagem da amostra em estudo seguindo-se da moagem do
mesmo para reduzir o mais possivel de modo a obter-se também mais carga microbiana, ou seja, uma

extracao mais profunda.

A par de todos estes métodos podem ser usados métodos de detecao gendmica, isto é, de detecao
de ADN, que embora sejam precisos, nao permitem geralmente quantificar a carga microbiana sobretudo
pela ndo separacao entre bactérias vivas ou mortas. Além destes podem ser usados métodos ainda mais
rapidos como bhiossensores ou método de detecao por ATP bioluminescéncia, sendo que este apenas da
resultados de microrganismos totais vidveis (14,38).

A presente revisao da literatura teve assim como objetivo verificar, analisar e sistematizar
informacao sobre qual o método de recolha microbiolégica mais usado e adequado para avaliacao da

contaminacgao microbiolégica em contexto hospitalar, bem como identificar as zonas criticas.
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2. Metodologia

A metodologia de investigacao baseia-se na revisao sistematica da literatura incide sobre os
métodos de colheita de superficies para andlise microbioldgica utilizados em contexto hospitalar, bem
como nas superficies selecionadas para a colheita, as areas hospitalares de maior contaminacao, a
existéncia de coeréncia entre os artigos sobre os métodos e resultados, bem como na existéncia de
orientacoes para tal. A pesquisa incluiu todos os artigos sem limite cronoldgico.

Para cada referéncia incluida na revisao verificou-se qual o método de recolha usado, a
consisténcia e a expressao dos resultados.

Para a realizacao deste estudo formulou-se a seguinte questao de investigacao: Qual o método
de recolha microbioldgica mais usado e qual o mais adequado para avaliacao da contaminacao
microbioldgica de superficies em contexto hospitalar? E uma segunda pergunta: Quais as zonas mais
criticas?

A metodologia utilizada para a realizacao desta revisao sistematica encontra-se detalhada nas

subseccoes seguintes.

2.1. Recolha de dados

Os artigos utilizados foram obtidos através da pesquisa avancada, recorrendo as palavras-chave
"surface sampling' e "hospital environment" e "CFU" e "bacteria". A pesquisa foi efetuada nabase de dados
NCBI, limitando a base de dados PubMed para garantir que os artigos estariam ligados ao contexto
médico-hospitalar. Uma seqgunda pesquisa foi realizada na base de dados Web of Science. As pesquisas

foram realizadas a 18 de maio de 2020.

2.2. Selecao dos estudos

Da pesquisa feita na PubMed resultaram 98 artigos. Da base de dados Web of Science 35. Um
total de 133 artigos foram considerados, destes foram excluidos 35 por se encontrarem repetidos. Foram

lidos todos os abstracts e aplicados os critérios inclusao e exclusao abaixo descritos.

Para a selecao dos artigos a incluir na revisao definiram-se os seguintes critérios de inclusao:
e Andlise a superficies hospitalares;
e Referéncia ao método de amostragem;

e Referéncia as zonas que foram analisadas;
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e Resultados mensuraveis para bactérias totais e expressos em UFC por unidade de drea

ou area deduzivel.

E, como critérios de exclusao:
e Estudos onde foram apenas avaliadas algumas espécies de microrganismos e nao a
carga total de bactérias;
e Estudos onde nao sao referidos resultados mensurdveis de bactérias totais;
e Estudos onde nao sao analisadas superficies hospitalares (excluindo estetoscdpios e
luvas, por exemplo);

e Estudos onde sao feitas analises exclusivamente a agua ou ar.

Assim, aplicando os critérios de inclusao e exclusao foram eliminados 35 artigos pela leitura do
abstract e 33 artigos pela leitura completa do trabalho. Outros 7 artigos, por inacessibilidade mesmo
usando a VPN do Instituto Politécnico do Porto da Escola Superior de Satide, foram também eliminados.
A presente revisao sistemdtica da literatura resumiu-se assim a 23 artigos, que incluem artigos
unicamente em lingua inglesa (Figura 4).

Para andlise dos artigos foi criada uma base de dados no Excel identificando autores, ano, drea
hospitalar analisada, tipo de superficie analisada, valores de UFC/cm?, método e técnica de recolha,
criando-se grupos como "Cama”, "Mobilia", "Equipamentos”, "Casa de Banho", "Paredes" e "Outras

superficies".
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Figura 4- Fluxograma para selecdo de estudo

2.3. Andlise de dados e estatistica

Para sistematizar a informacao recolhida para andlise das varidveis em estudo dos artigos, foi
criada uma base de dados no Excel, agrupando em Autor(es), Pais, Zona hospitalar, Método de recolha,
Cama, Mobilias, Paredes (incluindo macanetas, interruptores, portas, chao), Casas de banho,
Equipamentos (equipamentos usados no hospital), Outras superficies (superficies nao especificadas ou
conjunto de superficies) e Geral (valor tinico apresentado pelos autores para a analise feita).

A analise estatistica foi efetuada pela andlise descritiva dos dados, e estatistica inferencial para
observar se existem diferencas significativas entre os grupos definidos. A analise de significancia foi
efetuada com T-test Student e ANOVA (p<0,05). Ao avaliar métodos diretos e métodos indiretos, foram
definidos os grupos: ‘Mobilia’,'Cama’, '‘Casa de Banho', 'Paredes’, ‘Equipamentos’,‘Outras Superficies'. Este
ultimo grupo refere-se a superficies nao especificadas pelos autores dos artigos ou unicamente a uma

média apresentada pelos autores para as superficies analisadas, sendo para tal considerados aqueles que
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se enquadravam na andlise. A andlise estatistica e os graficos foram realizados com o software GraphPad
Prism 8 for Windows 64-bit, versao 8.4.3. Cada conjunto de dados foi testado usando T-test student.

Para a andlise entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento, a separacao foi baseada no
"World Economic Situation and Prospects- Country classifications" de 2019 (71). A andlise estatistica e 0
grafico foram realizados com o software GraphPad Prism 8 for Windows 64-bit, versao 8.4.3, sendo
realizado um T-test student.

Ao analisar o grau de contaminacao de superficies em funcao da area hospitalar, foram realizados
guatro grupos, ‘Enfermaria’, ‘Cuidados Intensivos’, ‘Casa de Banho' e ‘Vdrios' (incluindo neonatal, pediatria,
geriatria, unidades de avaliagao médica aguda, consulta externa ou outras dreas nao especificadas pelos
autores). A andlise estatistica e os graficos foram realizados com o software GraphPad Prism 8 for
Windows 64-bit, versao 8.4.3, sendo realizado um teste ANOVA, com multiteste Tukey's.

Todos os dados com as particularidades da sua analise encontram-se nos anexos, expressos em
tabelas de andlise descritiva, que incluem Média, Desvio-Padrao, Minimo, Maximo e Intervalo de

Confianca.
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3. Resultados

Os 23 artigos incluidos nestarevisao, foram analisados quanto ao pais do estudo, zona hospitalar,
método de colheita e tipo de superficie analisada. A maioria dos artigos sao oriundos dos Estados Unidos
da América, sequindo-se o Reino Unido (UK-United Kingdom). Os valores retirados de cada um e o método
de recolha sao apresentados abaixo na Tabela 3 onde para cada um foi feita uma conversao para
CFU/cm?. E de ressaltar que a andlise é limitada, sobretudo pela falta de artigos que se apliquem e que
apresentem valores mensuraveis, pelo que, sendo 0 n<30 nao é possivel efetuar uma analise estatistica

robusta, com recursos a métodos paramétricos.
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Tabela 3- Sistematizacao das varidveis em analise

Autor(es) Pais Zona hospitalar Método Cama Mobilias | Paredes Casas de Equipamentos 0utrla:~'.. Geral
banho superficies
Schmidt et al. - . . . 1
(1984) (22) América Cuidados intensivos Placas de contato - - - - - - 2,05
Willis et al. .
(2007) (80) Inglaterra Enfermaria Zaragatoa - - 10,72 479 158 2 -
Al-hamad et . . . . 2,89
al. (2008) (71) UK Cuidados intensivos Dipslide - - - - - - 345
Andersen et _
al.(2009) (73) Noruega Geriatria Placas de contato - - - - - - 422
Placa de contato 0,44 - - - - - -
Hedin et al. Suécia Enfermaria Zaragatoa direto 0,32 - - - - - -
(2010) (81)
Zaragatoa c/libertacao 04 - - - - - -
Caseyetal.
(2010) (74) UK - Zaragatoa - - - - - - 18,83
Schmidt et al. Ameérica Cuidados intensivos Pano- zaragatoa 173,36 37,52 7118 - 49,56 - -
(2012) (68) g ) , \ )
Hsueh et al. . . . . .
(2013) (67) Taiwan China | Cuidados intensivos Zaragatoa 0,31 0,38 0,03 0,33 0.1 - 0,5
Claroetal. Enfermaria/ gahinete Placas de
(2015) (75) Irlanda médico contato/Petrifilm™ 34 263 B [l 24 - -

! Na falta de informacgao foi colocado o sinal (-)

22



Autor(es) Pais Zona hospitalar Método Cama Mobilias | Paredes Casas de Equipamentos 0utrla:~'.. Geral
banho superficies
Gonsu et al. Africa- Cirurgia/cuidados
(2015) (66) Cameron intensivos Zaragatoa B B B B h h >3
Shams et al. ‘. . .
(2016) (33) Ameérica Cuidados agudos Esponjas - - - - - - 27
Hoetal. . .
(2016) (32) Taiwan China - Zaragatoa 15 21,78 30,45 27,85 177 - -
Hosein et al Unidades de
’ UK avaliacao médica Placas de contato 0,65 0,39 - 0,94 - - -
(2016) (4)
aguda
168,75
Best et al. . 102,5
UK/Franca Casade banho Esponjas - - - - - -
(2016) (64) /Frang ponj 68375
6975
Alietal.
(2017) (72) UK - Placas de contato - 0,86 4,04 3,49 128 132 -
Enfermarias de
Torkar et al. .. . L
Eslovénia | oncologia, pediatria e Zaragatoa - - - - - 2,6 -
(2017) (79) AR
psiquiatria
Shek et al. . "Zona de trauma"/
(2017) (77) Canada enfermaria Placas de contacto - - 3,06 - - - -
Shek et al. . Unidade de
(2018) (1) Canada queimados Placas de contacto - - 191 - - - -
Simmons et América -
al. (2018) (78) (Texas) Sala de operacao Placas de contacto - 73,52 - - 87,6 - -
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Autor(es) Pais Zona hospitalar Método Cama Mobilias | Paredes Casas de Equipamentos 0utrla:~'.. Geral
banho superficies
Neonatal, pediatria,
Dippenaar et ‘o cuidados intensivos
al. (2018) (65) Sul Arica (preparacio de Zaragatoa 544
alimentos)
Smith et al. L. . . . -
(2018) (69) Escdcia Cuidados intensivos Dipslides 4248 - - - - - -
Sala de operagao, 132 - - - 054 219 -
L Cuidados intensivos
Vilaccis et al. Equador Placas de contato
(2019) (70) a
Udl, cirurgia, neonatal 0,48 0,67 - - 0,68 - -
Rawlinson et UK Hematoncologia/ | o ¢ 46 contacto ] 169 136 ] - - 0,51

al. (2019) (76)

consulta externa
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4. Discussao

Os métodos validados e acreditados tém sempre especial atencao e preferéncia por parte dos
laboratdrios e comunidade cientifica, uma vez que os resultados obtidos podem ser comparaveis assim
como a avaliacao dos laboratdrios por ensaios interlaboratoriais € muito mais simples.

A escolha entre os métodos disponiveis, resume-se a trés fatores principais: (a) o que se sabe da
superficie ou se espera provar, (b) a acessibilidade a técnica disponivel com equipamentos e competéncia
(c) qual o grau de precisao pretendida.

0s métodos diretos (placas de contato, Petrifilm™ e Dipslides) permitindo uma analise minima de
7cm? e mdxima de 26cm?, sao utilizados sobretudo para monitorizar a higiene ambiental (ar e superficies)
e validar as operacOes de limpeza e desinfecao. Além de permitirem reduzir o trabalho laboratorial
necessario (ja que ndo requer tratamento da amostra), a mesma placa de colheita torna-se na placa de
contagem de UFC, reduzindo também o material (19,31).

J& no que toca aos métodos indiretos (Zaragatoa, Esponja, pano), o material usado para recolha
de amostra tem de ser acondicionado numa solucao libertadora de bactérias, para que estas, aderidas ao
utensilio se desprendam deste para a solucao. O método envolve esfregar uma zaragatoa estéril
humedecida sobre a superficie de teste e colocd-lo em um frasco de diluicao. Além disso, a solucao obtida,
chamada solucao mae, por conter na maioria dos casos elevada carga microbiana requer diluicoes
seriadas para ser possivel depois da sementeira, obter placas com limites de contagem entre 30-300 UFC
por placa. Nao obstante, entre os passos de recolha e plagueamento, é necessario por vezes fazer passos
de enriquecimento, quando se trata de microrganismos fastidiosos ou em niveis baixos de concentracao.
Tendo em conta o tempo desde a colheita até a analise deve ponderar-se o uso de meio de transporte.
Convém ressaltar que o tempo excessivo entre uma etapa e outra pode levar a morte celular ou
crescimento excessivo, contribuindo para resultados também incongruentes (17-19,31).

Solucdes e diluentes humectantes, usadas em métodos indiretos, podem ajudar ou dificultar a
recuperacao, dependendo do organismo-alvo. Na maioria dos organismos o simples facto de usar
superficies humedecidas permitiu aumentar a recuperacao entre 25-30%, contudo pode nao ser linear, ja
gue em E. coli ocorre diminuicao (17).

Todos estes passos podem levar a que se comentam erros, sobretudo incremento de
contaminacdes que conduzirao aresultados nao representativos da populacao da amostra. Por outro lado,
além de serem capazes de analisar areas maiores que 100 cm?, por geralmente exigirem a friccao entre o
utensilio e a superficie amostrada, geram melhores resultados de recuperacao e desprendimento de

biofilmes (17-19).
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Na maioria dos estudos as incubacdes dao-se a 372C por 24-48h e alguns a 35°C durante o
mesmo periodo de tempo. Para patégenos clinicos usa-se temperaturas entre 25-45°C (17).

Algumas técnicas de amostragem nao sao apropriadas para superficies com alta carga bioldgica.
Para superficies altamente contaminadas, as esponjas foram significativamente melhores do que as
placas de contato. Nestes casos, métodos diretos podem nao ser os mais indicados, ja que podera haver
crescimento exagerado e impossivel de contar, levando assim a contagens imprecisas. Superficies mais
lisas sao geralmente mais fdceis de recuperar. Alguns métodos de amostragem sao inadequados para
superficies irregulares ou asperas, como placas de contato. Alguns métodos sao mais adequados para
areas menores e irregulares, como zaragatoas. Se for amostrada uma grande drea de superficie, a escolha
do método deve ser tida em conta, e o uso de esponjas e/ou panos podem facilmente servir de
amostragem de grandes dreas de superficie. Alguns métodos, como placas de contato, permitem
amostragem rapida e facil interpretacao e requerem menos preparacao técnica. Outras técnicas, como as
zaragatoas, podem ter variabilidade no método entre os técnicos e requerem alguma habilidade para

permitir a recuperacao adequada da amostra (17,18).

mm [Esponjas
Zaragatoa
Pano

mm Placa de Contato
Dipslides

mm  Petrifilm

Total=26
Figura 5- Escolha de métodos de recolha bacteriana

0 método mais escolhido é a placa de contato, sequido de zaragatoa, com 11 e 9 vezes utilizados,
respetivamente (Figura 5). 0 menos utilizado foi o Petrifilm™ e Pano com apenas uma referéncia de cada.
Esponjas e Dipslides apresentam o mesmo ntimero (n=2) de utilizacdes. Nota-se uma utilizacao maior de
métodos diretos, provavelmente pela facilidade de uso face a métodos indiretos, mas sem diferenca

significativa.
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Figura 6- Comparacao entre métodos de recolha direto e indireto em funcao do local

Legenda: (MI- Método indireto, MD- Método direto)

Pela andlise dos resultados da figura 6, é possivel verificar que a escolha de métodos de recolha
indiretos mostram uma recuperacao maior em termos de UFC face a métodos de recolha diretos. Quer o
uso de meios de enriquecimento, a prépria manipulacao de amostra requerida, desde a extracao até as
diluicbes sucessivas e plagueamento, podem levar ao aumento de bactérias recuperadas por
contaminacao da amostra. Nao obstante, convém realcar que em métodos indiretos fazem-se andlises
de areas superiores o que permite colmatar a diversidade no local de recolha, uma vez que nem todos os
locais apresentam o mesmo grau de contaminagao, e a mesma superficie apresenta zonas mais e menos
contaminadas. Assim, pela andlise de dreas maiores sera possivel recuperar mais bactérias que pelo uso
de métodos diretos que se restringem a uma drea menor, por isso, existe maior probabilidade de aamostra
recolhida nao ser representativa da populacao amostrada. Por outro lado, métodos indiretos geralmente
sao usados sobre superficies himidas ou humedecidas o que permite uma maior libertacao e
desprendimento da superficie da amostra, sendo importante sobretudo ao nivel dos biofilmes, que devido
as suas propriedades estabelecem ligacoes fortes e resistentes com a superficie, que um simples
contacto nao serd capaz de desprender, enquanto um esfregaco o podera ser. A diferenca de resultados
pode ainda ser justificada pelo facto dos métodos diretos, sobretudo zaragatoa, serem mais usados e, por
isso, de forma mais correta, ao passo que, os métodos indiretos como requerem uma correta aplicagao,
sobretudo de tempo e pressao, podem conduzir a obtencao de resultados inferiores aos valores reais. A
dificuldade de recuperacao em métodos diretos pode também justificar-se pelo stress causado nas
bactérias e pela nao germinacao dos esporos. A suplementacao com lisozima, induz a germinagao de

esporos permitindo maiores taxas de recuperacao (72).
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Figura 7- Comparacao entre desenvolvimento dos paises e o grau de contaminacao
Legenda: A- Comparacao de grau de contaminacao de superficies totais em funcao do desenvolvimento
dos paises, B- Comparacao do grau de contaminacao de superficies por zona analisada, em funcao do

desenvolvimento dos paises. Legenda: PD- Paises desenvolvidos, PED- Paises em desenvolvimento

Quanto a diferenca entre paises desenvolvidos ou em desenvolvimento (Figura 7), ndo se
apresentam valores muito distantes, o que nao era esperado, ja que os paises desenvolvidos evidenciam
maior controlo e preocupacao em relacao a IACS e contaminacao de superficies, contudo nao houve
diferenca estatisticamente significativa (14,73-76). Nos paises desenvolvidos a drea mais contaminada
é a 'Casa de banho’ ao passo que nos paises em desenvolvimento a drea mais contaminada é ‘Outras

Superficies'.
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Figura 8- Concentracao bacteriana em fungdo do tipo de método usado em diferentes zonas
Legenda: MI- Métodos indiretos; MD- Métodos diretos; A- Mobilia; B- Cama; C- Paredes; D- Casa de
Banho; E- Equipamentos

Quanto as subseccoes, Mobilia, Cama, Casa de Banho, Equipamentos E Paredes, apresentam
maiores resultados para métodos indiretos a excecao de Equipamentos, contudo sem diferenca
estatistica (Figura 8). No grupo dos Equipamentos convém ressaltar que existem zonas mais tocadas que
outras, restringindo-se os métodos diretos a analise de zonas de alto toque. Nos métodos indiretos, a drea
analisada é maior e por isso serao concomitantemente analisadas dreas de alto toque e areas de menor

toque ou auséncia de toque, o que fard baixar o grau de contaminacao. Por outro lado, alguns

29



equipamentos sao de plastico, outros ainda revestidos com pldstico, o que com uso de zaragatoa humida
torna dificil a extracdo bacteriana pela elevada aderéncia dos pldsticos a humidade. Quando realizado
testes de remocao de outliers, permaneceu a auséncia de diferencas estatisticas significativas para
intervalo de confianca usado. Contudo aplicado intervalo de confianca de 90%, o subgrupo Mobilia
mostrou diferenca estatistica significativa com um valor préximo dos 95% (p=0,0558).

Equipamentos eletrénicos e computadores perto da cama do doente contribuem para a
transmissao de patdgenos causadores de infecao no hospital, sendo encontrados em mais de 50% dos
computadores. Como se trata de algo tocado por diferentes profissionais de saude e por estar perto do
doente devem ser limpos varias vezes e tocados preferencialmente usando luvas, para evitar

cruzamentos e proliferacao de bactérias (77).
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Figura 9- Comparacao do grau de contaminacdo de superficies em fungdo da drea hospitalar
Legenda: **- p<0,01, ***- p<0,001

Efetuando uma andlise estatistica com o teste ANOVA (Figura 9), observaram-se diferencas
significativas entre UFC de Casa de banho e Cuidados intensivos (p=0,0011), entre ‘Casa de banho' e
'Varios' (p=0,0061) e entre ‘Casa de banho’ e ‘Enfermaria’ (p=0,0008). A média mais baixa é apresentada
pelas enfermarias, sequida de varios e cuidados intensivos.

Estes resultados vém comprovar aquilo que ja a literatura havia concluido que zonas nao-clinicas
(zonas sem cuidados médicos invasivos) apresentam maiores taxas de contaminacao, uma vez que sao
mais descuidadas quanto a limpeza, feitas sobretudo por pessoal sem conhecimento técnico ou
microbioldgico. Além disso, sao zonas com menos controlo microbioldgico, ao contrario de zonas clinicas
(zonas de cuidados invasivos), que além de serem mais controladas, sao limpas com maior regularidade e
acompanhas por pessoal técnico (enfermeiras, médicos) que apresentam mais conhecimento sobre o

cuidado necessario, o risco associado, bem como a biodiversidade e comportamento das bactérias.
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Um caso simples refere-se, por exemplo, a zonas de sala de espera, onde as revistas sao uma
fonte de patdgenos, nem sempre valorizada, mas que apresentarisco. A implementacao de desinfecao de
maos antes e depois da utilizacao assume assim grande importancia. Além disso, a higienizacao das maos
deveria ser obrigatdria para todas as areas hospitalares antes de entrar e ao sair para evitar proliferacao
de patdgenos quer entre unidades, quer entre pessoas, quer entre comunidade e hospital (78).

Da mesma forma, enquanto que os produtos de limpeza de zona clinica, sobretudo panos e
esponjas sao utilizados de forma tinica, os mesmos produtos na zona nao-clinica sao usados em locais
diferentes, o que conduz a uma potencial fonte de transmissao e cruzamento de espécies diferentes,
aumentando a carga microbiana, mas também aresisténcia associada. Uma tinica colénia multirresistente
pode ser transferida para um local diferente, proliferar e tornar-se causa de infecao. Além de reutilizacao
de produtos, aguas de limpeza sao comumente reutilizadas para areas diferentes o que nao sucede em
zonas nao-clinicas. Para limpar e desinfetar superficies ambientais tradicionalmente usa-se um método
de duas etapas, detergente e subsequente desinfetante, com panos descartdveis ou reutilizaveis. Para
evitar a propagacao da contaminagao, os panos reutilizaveis devem ser adequadamente limpos e
desinfetados. Panos descartdveis podem resolver essa potencial fraqueza, contendo solucao de Hz0; a
0,5% ou hipoclorito de sddio <3% que até é mais eficaz que o processo tradicional de duas etapas. Siani et
al. (2018) e Casini et al. (2018) demonstraram que o uso de um o produto de limpeza pré-impregnado
proporcionou um melhor controlo da carga microbiana nas superficies, procedimentos de desinfecao
simplificados face a pratica de usar solucao diluida de hipoclorito em um balde em combinacao com pano
(79,80).

Por outro lado, embora ambas as zonas sejam acessiveis por profissionais de salde, em zonas
nao-clinicas, ainteracao é feita com uso de material de protecao, mais relevante, de luvas, o que impede a
transmissao entre doentes e entre profissionais de satide, ao passo que zonas nao-clinicas, o contato é
mais descuidado, sem utilizacao de luvas, fazendo uso de estetoscdpios nao desinfetados entre doentes
diferentes, potenciando a contaminacao e aquisicao de IACS. Por fim, zonas nao-clinicas, permitem o
acesso de visitas, ou seja, portas de entrada de infe¢des da comunidade para o meio hospitalar, bem como
0 contato com as superficies permite troca de bactérias entre areas diferentes do hospital (quarto, casa de
banho, salas de espera). O contrdrio, infecdes do contexto hospitalar para a comunidade, sao igualmente
preocupantes, quer pela sua propagacao, quer pelo ganho de resisténcia e dificuldade de tratamento
(81,82).

Diferentes técnicas de amostragem recuperam espécies diferentes com sucesso variavel, além
de que o mesmo organismo pode recuperar-se de maneira diferente com técnicas diferentes (17). Para C.
difficile as esponjas apresentaram maior recuperacao face as zaragatoas, 52% e 0% respetivamente. Por
outro lado, as zaragatoas sao melhores do que as placas de contato para a recuperagao de bactérias

Gram-negativo. As placas de contato TSA foram melhores para Acinetobacter sp. e Pseudomonas spp.
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Para Enterobacteriaceae, os dipslides deram maiores recuperacoes. Para P. aeruginosa e Salmonella sp.,
as zaragatoas eram melhores do que as placas de contato (17). Dipslides tém muito potencial sobretudo
pela sua flexibilidade, pelo que devem ser estudadas para uso hospitalar. Zaragatoas de Nylon sao
melhores que as restantes. Petrifilm™ é melhor para S.aureus metecilina-resistente (17).

Claro et al. (2014) quando comparam os 3 métodos (Petrifilm™, placas de contato e zaragatoa),
concluem que a recuperacao mais inferior se deu para as zaragatoas (83). No entanto, Dolan et al (2011)
mostraram que o uso de neutralizante se mostrou mais sensivel que uso de solucao salina, mostrando
ainda que zaragotas de Macrofoam, sequida de zaragatoa de Nylon, apresentaram melhores resultados
que placa de contato na detecao de S. aureus. As zaragatoas sao frequentemente usadas para obter
superficies ambientais, mas 0 material da zaragatoa desempenha um papelimportante, mas muitas vezes
esquecido. O uso de zaragatoas de Nylon e zaragatoas de Macrofoam, apesar do custo extra, apresentam
melhor desempenho. Ao que tudo indica, zaragatoas de algodao apresentam os piores resultados (34).
Aires-de-Sousa et al. (2018), mostraram que o uso de gazes humedecidas foi melhor que uso de toalhitas
ou zaragatoa de algoddo na recuperacao de S.aureus (84).

As células adsorvidas sao melhor recuperadas com métodos de contato direto, como placas de
contato e Dipslides. No entanto, convém relembrar que pressao insuficiente nao recuperara todos os
organismos da superficie, sendo aconselhado o treino constante para aplicacao de forca necessaria ou
uso de aplicador de pressao. O tempo de contato de 10s deve ser respeitado para obter a maxima
recuperacao, com um peso de 500 g (17).

Estes métodos tradicionais sao métodos muito sensiveis, relativamente baratos e eficientes,
permitem o isolamento de mais do que um microrganismo patogénico ou indicador e podem ser usados
quer para identificagao, quer para contagem de microrganismos em estudo. No entanto, estes métodos
sao lentos, implicam um trabalho intenso como a preparacao e inoculacao de meios de cultura e a
contagem de coldnias, sendo necessario um grande treino de qualificacao. Outra desvantagem apontada
aos métodos dependentes de cultura deve-se ao facto de as células stressadas poderem nao ser
facilmente recuperdveis, pelo que nao sao detetadas em meios seletivos, o que leva a falsos negativos e
a dificuldade em detetar alguns organismos com crescimento fastidioso, como Campylobacter jejuni
(45,61,85)

Embora se faca uso de métodos acreditados e validados, a falta de uniformidade entre andlises, a
falta de guidelines e orientacdes sobre o tipo de local a amostrar, procedimento e tipo de técnica a utilizar
para cada espaco, bem como periodicidade da andlise tornaimpossivel a comparacao de resultados, além
de deixar a drea hospitalar vulnerdvel a instalacao e proliferacao de patégenos causadores de IACS pela
falta de controlo. No que toca a area alimentar, tudo estd definido e requlamentado, como por exemplo, 0
diluente usado deve ser dgua peptonada tamponada, numa solucao de 1g/L ou solucao de Ringer com um

quarto de forca com neutralizantes também definidos. Em caso de detecao de microrganismos define-se
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uma area entre 1000cm? e 3000cm? enquanto para enumeracao € definido 100cm?. Se as amostras nao
sao feitas rotineiramente, devem ser recolhidas em dias diferentes da semana para compensar as
mudancas que possam existir como manutencao, aumento de uso, etc. As placas s6 devem ser usadas
em superficies planas e pressionadas por 10s a uma pressao de 500g, as zaragotas para dreas <100cm?
e esponjas para largas areas como >100cm?. Nas zaragatoas devem ser passadas em superficies planas
10 vezes em cada direcao, vertical e horizontal. As placas devem ser transportadas a temperaturas entre
1-82C e incubadas até 48h da amostragem, as zaragatoas até 24h. A expressao de resultados esta
também definida, existindo férmula para calculo (37).

Segundo a literatura o espago nao-clinico é o que apresenta maior contaminagao microbioldgica,
seguido do lavatdrio e da cama. Estas conclusoes justificam-se pelo facto de estas zonas nao serem
controladas diariamente, ao contrdrio do espaco clinico para o qual existem guidelines que obrigam a que
sejam realizadas as analises e cuidados previstos de forma a terem evidencias para a sua garantia da
qualidade dos servicos (82).

Normalmente a detecao de microrganismos faz-se com recurso a cultura microbioldgica,
contudo, requer trabalho intensivo de laboratdrio e alguns dias de espera para obtencao do resultado. Ha
métodos alternativos de biologia molecular, como a ligase chain reaction (LCR), enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) Microarrays e Polymerase chain reaction (PCR), que demoram apenas algumas
horas. No entanto, sao métodos dispendiosos quando nao aplicados a grande escala e necessitam de
pessoal e equipamento especializado para o seu processamento.

A PCR baseia-se na amplificacao de um gene ou sequéncia de ADN especifica e previamente
conhecida (ADN alvo), dentro de determinadas condicdes estipuladas, combinando a temperatura e o
tempo de reacdo. Existem essencialmente dois tipos de PCR, o convencional (requer posterior
eletroforese em gel) e o PCR em tempo real, através da detecao de fluorescéncia, faz uso de sondas ou
agentes intercalantes que permitem a detecao de fluorescéncia e quantificacao do ADN alvo presente na
amostra, isto é com o aumento do ndmero de cdpias, ha uma maior fluorescéncia emitida. Quando a
sequéncia estd presente, os primers (cadeia nucleotidica complementar) hibridizam, havendo
amplificacao e fluorescéncia. Quando nao existe, nao ha amplificacao nem fluorescéncia (86).

A LCR é um processo de amplificacao que difere da PCR na medida em que envolve uma ligase
termoestavel para unir duas sondas ou outras moléculas que podem ser amplificadas pelo ciclo padrao de
PCR. Assim, a LCR requer duas enzimas completamente diferentes para operar adequadamente: ligase,
para unir moléculas da sonda e uma polimerase termoestavel (por exemplo, Taq polimerase) para
amplificar as moléculas envolvidas na ligagao bem-sucedida. As sondas envolvidas na ligacao sao
projetadas de modo que a extremidade 5' de uma sonda é diretamente adjacente a extremidade 3'daoutra

sonda, fornecendo assim os substratos necessarios do grupo 3'-OH e 5'-P04 para a ligase. No final com
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uso de anticorpos, s6 se verifica fluorescéncia quando as duas sondas estdo ligadas (87). Assim, a LCR
nao é necessariamente uma alternativa, mas um complemento, a PCR.

A tecnologia de microarrays resume-se a pocos onde existem sondas nucleotidicas. O ADN da
amostra é colocado em contato com as sondas, e, caso seja complementar emparelha indicando a
presenca daquela sequéncia genética, sendo depois analisado por emissao de fluorescéncia. Assim, com
uso de sondas especificas para genes de determinados microrganismos, consegue-se identificar com
precisao qual estd presente (88).

0 ELISA, é um teste muito sensivel e usado para detetar e quantificar substancias, incluindo
anticorpos, antigenos, proteinas, glicoproteinas e hormonas. A detecao desses produtos € realizada pela
complexacao de anticorpos e antigenos para produzir um resultado mensuravel. Um anticorpo é um tipo
de proteina produzida pelo sistema imunoldgico de um individuo. Esse tipo de proteina possui regioes
especificas que se ligam a antigenos. Um antigeno é uma proteina que pode vir de alguma fonte estranha,
no caso bactéria, que quando ligada a um anticorpo, induz uma cascata de eventos através do sistema
imunoldgico do corpo. Essa interacao é utilizada no teste ELISA e permite a identificacao de anticorpos e
antigenos especificos de proteinas, com apenas pequenas quantidades de uma amostra de teste. A
ligacao é normalmente visualizada pela conjugacao de fluorescéncia ao anticorpo, em que este, quando
ligado emite fluorescéncia que pode ser vista e quantificada (89,90).

Em casos mais raros, é usado Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight
(MALDI-TOF) e consiste num sistema no qual o material bioldgico, no caso, o indculo bacteriano, é
colocado numa matriz polimérica, sendo posteriormente irradiado com um laser que vaporiza a amostra
causando ionizacao de varias moléculas, que sao aspiradas num tubo de vacuo e levadas a um detetor. O
tempo que a molécula demora até chegar ao detetor, chamado time of flight, é unico tal como uma
impressao digital permitindo rapidamente obter com certezas de que estirpe bacteriana se trata. Obtém-
se um grafico de picos caracteristico com andlise computorizada (78,91,92).

Recentemente tém sido introduzidas técnicas de sequenciacao de AND, permitindo substituir a
caracterizacao convencional de patdgenos pela morfologia, propriedades de coloracao e critérios
metabdlicos, sendo estes identificados pelo genoma (93).

O desenvolvimento de métodos que permitam instantaneamente obter uma resposta da
presenca ou nao do microrganismo, e a possibilidade de quantificar de forma especifica e sensivel,
tornam-se cruciais. Assim, as técnicas de detecao ideais seriam simples, portdteis, rapidas, sensiveis e
quantificdveis.

Um dos métodos mais recentes €é a zaragatoa de bioluminescéncia de ATP (adenosina trifosfato).
O ATP estd presente em todos os organismos biologicamente ativos, incluindo microrganismos, sendo
assim possivel verificar a presenca de microrganismos vivos nas superficies hospitalares recorrendo a

detecao de ATP. A técnica requer o uso de zaragatoa, sequida de reacao de ATP com enzima luciferina e
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luciferase, resultando na emissao de luz (um fotdo por cada molécula de ATP presente), sendo a luz
detetada por um lumindmetro portatil. Além de ser rdpido, portatil e de facil uso, com resposta em poucos
segundos, permite ainda a adocao de medidas corretivas que evitem problemas posteriores. A técnica
torna-se inovadora pelo facto de permitir visualizar o estado de limpeza. A zaragatoa de bioluminescéncia
nao apresenta resultados significativamente diferentes quando comparado com a zaragatoa comum.
Como desvantagens apresenta o facto de nao diferenciar microrganismos patogénicos de comensais,
nem mesmo bactérias de fungos, pelo que a andlise resulta em valores de microrganismos totais, nao
substitui os métodos microbioldgicos cldssicos no isolamento de espécies patogénicas e determinacao
de uma cadeia de contaminacao cruzada (57,85,94,95). Griffith et al. (2002) e Malik et al. (2003)
demonstraram que a zaragatoa de bioluminescéncia de ATP é um indicador util de limpeza no ambiente
hospitalar, dando uma indicacao de que essa técnica pode ser util como uma ferramenta educacional
(35,54). Douglas and Rothwell (1991) mostraram ser (itil na visualizacao da limpeza em clinicas dentarias
(94).

Outro exemplo de técnica rdpida é o uso de biossensores. Os biossensores sao constituidos por
uma molécula de origem bioldgica (anticorpo, enzima, dcido nucleico, etc.) conjugada com um sistema
fisico-quimico que reconhece um sinal, permitindo assim a observacao da interacao entre antigénio-
anticorpo. Além de serem rapidos, sensiveis, de facil uso, versateis, flexiveis e portateis, permitem obter
uma fluorescéncia estdvel. Como se trata de andlises de superficies, 0 uso deste método em alguns casos
requer um passo extra de preparacao de amostra, ou seja, a amostra poderd ser colhida com uma
zaragatoa, mas esta terd de ser agitada em tampao e uma aliquota desta suspensao analisada, o que
podera conduzir a erros técnicos, contaminacao ou aliquota ter concentracao insuficiente para ser
detetada (89,96-99).

Lateral flow immuno-assay (LFIA) com quantum dots (QDs), baseia-se na ligacao de anticorpos.
No mesmo biossensor, na primeira linha (linha de teste) sao colocados adsorvidos anticorpos paraligacao
ao microrganismo alvo e uma segunda linha (linha de controlo) com anticorpos para ligacao a um sequndo
anticorpo que esta presente na solu¢ao de tampao. Quando colocada a amostra, adiciona-se a solucao de
tampao/solucao de corrida que contém anticorpos com especificidade para se ligar ao microrganismo e
ao anticorpo adsorvido na linha de controlo. Quando o microrganismo esta presente, serd possivel
visualizar o aparecimento de duas linhas fluorescentes com recurso a lampada ultravioleta, quando
ausente apenas ficard visivel uma linha. Os biossensores mostraram propriedades Unicas de
fluorescéncia, em particular sinais de fluorescéncia fortes e estdveis, sendo a intensidade do sinal
proporcional a concentracdo (89). Hu et al. (2020) mostrou que o seu uso foi eficaz na detecao de
Salmonella typhimurium, sendo sensivel, especifico e preciso. No mesmo biossensor, € comparado o sinal
de S. typhimurium na presenca de E. coli e S. aureus (89). Se ha diferencas entre S. typhimurium e os

restantes microrganismos, entao é possivel afirmar que cada microrganismo terd a sua propria emissao
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de fluorescéncia. Assim, poder-se-a futuramente num mesmo biossensor fazer andlise de diferentes
microrganismos, o que é de extrema importancia sobretudo pela rapidez de obtencao de resposta para
uso em contexto hospitalar.

Na mesma linha de pensamento, Suaifan et al. (2017), desenvolveram também um biossensor,
com uma sonda magnética de nanoesferas de péptidos, que sao clivados especificamente por protéases.
No presente estudo foram usadas proteinas que seriam clivadas por protéases de viruléncia de S. aureus.
Essa sonda, entao integrada a uma plataforma de detecao permite fornecer um biossensor de diagndstico
em formato de tira especifico e econémico para a detecao qualitativa e quantitativa de S. aureus, podendo
ser lido a olho nu (100).

Bandara et al. (2015), usou um outro método de biossensor, o sistema ionic self-assembled
multilayer of a long-period grating (LPG-ISAM) que fornece uma detecao especificade MRSA numa hora.
Este ensaio pode ser operado por pessoal nao especializado e permite a determinacao precisa do MRSA
com tratamento minimo da amostra. O ensaio também pode ser aplicado a uma variedade de outros
agentes infeciosos como sugere o autor (98).

Cooper et al.(2011) desenvolveu sondas oligonucleotidicas para detecao de F. tularensis obtendo
resultados consistentes e especificos, sem amplificacao por PCR. As sondas portateis de detecao com a
ligacdo de sondas de ADN ou imunoglobulinas (IgG) diretamente a superficie da fibra permitem que cada
sonda possa consistir em um ndmero de fibras multiplexadas juntas, cada uma visando uma sequéncia ou
antigeno de ADN diferente. Durante o teste das amostras, a ligacao/hibridacao do antigeno alterara as
propriedades e produzird uma saida observdvel indicando a presenca e a concentracao de cada antigeno
alvo. O ensaio nao requer marcacao, pré ou pds-tratamento ou amplificacao do ADN ou anticorpos, utiliza
menos material da sonda e é rapido, reutilizdvel e relativamente barato. Assim, 0 mesmo pode ser
desenvolvido para outros tipos de microrganismos, tornado a sua detecao mais rapida (99).

Wojciechowski et al.(2010), utilizando o sistema de Detecao Eletroquimica Multiplexada mostrou
ser possivel detetar toxina bacteriana enterotoxina estafilocdcica B (SEB), Y. pestis e Bacillus anthracis
em baixas concentracoes. A tecnologia representa avancos substanciais em aplicativos de point-of-care
e point-of-use (96).

Além de métodos de detecao, também tém sido desenvolvidos meios que permitam a diminuigao
de contaminacoes e por isso, reducao de infecoes, sobretudo IACS. Um exemplo, passa pelo revestimento
de superficies e instrumentos por certo tipo de materiais que aparentemente sejam menos suscetiveis a
contaminacdao de microrganismos. O revestimento antimicrobiano permite obter reducao da carga
microbiana, ndo apresenta irritabilidade nem complicacdes com o organismo humano (101,102). Por outro
lado, a falta de conhecimento sobre que tipo de superficies podem ser revestidas com tais materiais, 0
facto de nao eliminar por completo todos os microrganismos e o custo elevado que acarreta, tornam-se

as principais desvantagens.
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Cooper et al. (2016), desenvolveram cateteres antibacterianos tratados com prata para tentar
resolver as infe¢oes no trato urindrio, 0s quais demonstraram boa eficacia contramicrorganismos comuns
responsaveis por infecdes urindrias e podem ser sugeridos como uma estratégia interessante para a
prevencao de infegdes (101).

Casey et al. (2010) mostraram que o revestimento de cobre elimina inimeros microrganismos in
vitro, incluindo Escherichia coli MRSA, Listeria monocytogenes, virus influenza A e C. difficile.
Revestimentos de cobre apresentam reducdes de contaminacao superiores a 98% (103).

Montero et al. (2019) testaram em ensaios in vitro, 0 uso de cobre contra vdrios patdgenos
bacterianos, incluindo Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli 0157: H7 e
Listeria monocytogenes. Também foram avaliadas quatro superficies de alto toque, incluindo grades de
cama e mesa-de-cabeceira. O cobre mostrou mais uma vez, ser um novo revestimento auto-higienizante,
exibindo atividade bactericida contraimportantes patégenos humanos e reduz significativamente a carga
microbiana, em cerca de 90%, das superficies hospitalares (104). 0 mesmo concluiu Colin et a/ (2020), ao
afirmar o cobre como importante na reducao da contaminacdo e propagacao bacteriana (92).

Uma outra alternativa no controlo de IACS passa pelo uso de materiais que apresentem menor
contaminagao e reducao maior apds limpeza como é o caso de ceramica. Por exemplo, enquanto
superficies como vinil e madeira revestida parecem ser mais contaminadas antes da limpeza, superficies
metdlicas parecem aumentar a contaminacao apds limpeza (82). Contudo, entende-se a impossibilidade
de alguns instrumentos como camas, corrimaos e instrumentos médicos neste tipo de material.

Enquanto a limpeza didria a base de produtos guimicos, sobretudo com cloro, permite uma
reducdo apenas momentanea da contaminacdo microbiana, uma limpeza microbiana (baseada em
probidticos) é mais eficaz na reducao do nimero de microrganismos relacionados as IACS nas superficies,
quando comparado aos produtos de limpeza convencionais, mesmo aqueles que contém moléculas
desinfetantes. Enquanto os produtos apresentam solucao instantanea, a limpeza com probiéticos parece
apresentar melhores resultados a longo prazo. Esta estratégia além de inovadora é também mais
econdmica e capaz de neutralizar ou (bio)controlar patégenos associados a satde. Por outro lado, o uso
de bactérias gera sempre conflito, uma vez que um doente estando exposto a microrganismos, embora
aparentemente inofensivos, estes poderao igualmente levar ao desenvolvimento de uma infecao,
sobretudo em doentes imunossuprimidos. No entanto, € indiscutivel que esta opcao seja preferivel a um
ambiente com microrganismos cada vez mais resistentes (9). Vandini et al. (2014), mostraram que de
facto o uso de probidticos se torna alongo prazo, uma solucao melhor que o uso de quimicos (9).

0 dispositivo de luz ultravioleta pulsada de Xénon (PX-UVD) é uma tecnologia emissora de luz
ultravioleta C (UV-C), uma tecnologia que nao necessita de toque com a superficie e que liberta energia de
luz UV de amplo espectro de alta intensidade. Devido a carga de energia libertada, notam-se efeitos

germicidas resultando em danos celulares por fotohidratacdo, cisao de fotdes, fotodimerizacao e
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reticulagao fotoquimica, inibindo assim a replicagao celular. Um aumento do tempo de utilizagao de 14 min
a 46,000 uWs/cm?a 57 min a 22,000 uWs/cm? apresenta ainda efeitos esporicidas, sendo uma mais-
valia ja que os esporos sao dificeis de eliminar das superficies devido a sua grande capacidade de
resisténcia(2). Além disso ndo exige alteracdes na ventilacdao da sala, ndo deixa residuos apés o
tratamento e tem um amplo espectro de acao e tempos de exposicao rapidos (2,4,105,106).

Utilizando esta tecnologia de PX-UVD, Dippenaar et al. (2018) mostraram uma reducao
sustentada na colonizacao bacteriana de superficies, reducao da contaminagao cruzada e reducao da
disseminacao de infecdes bacterianas resistentes em ambiente hospitalar (106). Também Villacis et al.
(2019) mostraram em MRSA, VRE e C. difficile, uma mudanca de 27%, 29,5% e 22,7% dos locais apds
limpeza rotineira para 3.3%, 4.9% e 0% apds uso de desinfecao por UVC (105).

Hosein et al. (2016) e Casini et al. (2019), concluiram que a implantacao de dispositivos PX-UV
pulsados pode colmatar a inadequacao da limpeza manual e complementa-la, bem como melhorar a
qualidade sanitdria do prdprio hospital ou unidades de cuidados de satde, podendo mesmo ajudar no
combate e reducao de IACS, de acordo com Dippenaar et al. (2018) e Villacis et al. (2019) (2,4,105,106).

Em relacao a solucao desinfetante a mais comummente utilizada para desinfe¢ao é o hipoclorito
de sadio (NaCl0). No entanto, este produto apresenta toxicidade para os seres humanos, provocando
irritacao da pele e mucosas, bem como irritante e nocivo para o sistema respiratdrio. O desenvolvimento
de novos desinfetantes assume assim importancia para colmatar as desvantagens dos atuais (4). Hosein
et al.(2016) apresentava uma alternativa, dicloroisocianurato de sddio (NaDCC), que apresenta vantagens
em termos de custo e seguranca, além de mostrar resultados superiores ao NaClO por inativar vdrias
espécies microbianas. O sistema de Vapores de Perdxido de Hidrogénio (HPV) também se tem mostrado
eficaz na reducao da carga microbiana inicial, bem como atrasar a recolonizacao de patégenos nas
superficies (103,107-109). Curiosamente, Otter et al. (2007) mostrou que nenhum MRSA foi identificado
até uma semana ap6s o HPV, apesar da presenca de doentes colonizados por MRSA na Unidade de
Cuidados Intensivos (UCI) e a frequéncia de contaminacao por MRSA nao retornou aos niveis de pré-
limpeza até as quatro semanas apds o HPV. A contagem de coldnias totais retornou aos niveis de pos-

limpeza em 24 e 48 horas e para os niveis de pré-limpeza 1semana apds o HPV (110).
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5. Conclusao

0 ambiente hospitalar assume um papel importante como fonte de microrganismos patogénicos,
nao s6 pelas maos dos profissionais de satide, mas também nas superficies inanimadas e utensilios. A
implementacao de sistemas de controlo de limpeza, praticas corretas, limpeza e desinfecao bem
executadas tornam-se cruciais para a redu¢ao de microrganismos patogénicos e consequentemente para
areducao de IACS.

Alimpeza e desinfecao destroem os nichos de patégenos sendo responsaveis pela diminuicao do
numero de infecdes secunddrias. Os métodos de limpeza comummente utilizados nao permitem a
reducao para niveis de total limpeza e desinfecao. Nao parece haver diferenca estatistica entre uma
superficie de alto toque depois de limpa em comparagao com uma superficie de baixo toque. A quantidade
de vezes que as superficies sao limpas parece ser mais importante e eficaz do que o tipo de detergente
usado. Os niveis de contaminacao o mais altos encontram-se nos espacos limpos pelo pessoal dalimpeza,
em contraste com zonas limpas pelo pessoal clinico; isto acontece talvez por falta de formacao, pelo uso
de materiais comuns a vdrias zonas, descuido, mas também uso de produtos de limpeza menos eficazes,
a0 passo que na zona clinica o material é maioritariamente de utilizacao tnica o que diminui a propagacao.
0 uso de panos impregnados com desinfetante de utilizacao tnica é mais eficaz que o método tradicional
de uso de detergente sequido de desinfetante, com reutilizacao de panos.

A eficacia da limpeza e desinfecao é na maioria das vezes controlada pela reducao de bactérias
como Salmonella, E.coli, Listeria monocytogenes ou bactérias totais a nivel alimentar. Em contexto
hospitalar a pesquisa é feita por bactérias totais ou por bactérias especificas suspeitas de estarem
presentes nas superficies, contudo sem protocolos nem orientacoes pré-definidas.

A escolha do método de recuperacao deve ser pensada tendo em conta as varidveis: tempo, local
de amostra, pessoal habilitado e treinado, os recursos disponiveis, tipo de analise, quantitativa ou
qualitativa. Cadamétodo de amostragem traz consigo vantagens e desvantagens que merecem amaxima
atencao por quem realiza a andlise, e cada passo da mesma deve ser previamente preparado e
fundamentado.

Petrifilm™ é mais eficaz na recolha de microrganismos que as placas de contato, no entanto estas
sao adequados para recolher amostras de superficies pouco contaminadas. As placas RODAC
apresentam mais sensibilidade na detecao de bactérias Gram-positivo face a bactérias Gram-negativo,
no entanto nao podem ser usadas em zonas curvas e irregulares do meio hospitalar. Sao usadas, por
exemplo, para controlo de limpeza do setor farmacéutico.

A zaragatoa quer seja de Nylon, Macrofoam, Rayon ou Algodao, permite a amostragem de
diversas superficies. A zaragatoa de Nylon apresenta mais eficacia na recuperacao de microrganismos

face a tradicional zaragatoa de algodao uma vez que nao permite que os microrganismos penetrem,
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mantendo-se estes a superficie da mesma, como € o caso de S. aureus. Estas sao usadas sobretudo na
area alimentar.

As esponjas apresentam a vantagem de recuperacao em superficies maiores, além disso, o facto
deste método possibilitar a aplicacao de mais forca na colheita, torna-o ideal para a recuperagao de maior
quantidade microbiana j& que permite romper os biofilmes. E ainda capaz e efetivo na recuperacao de
esporos, como é o caso de Bacillus anthracis. 0s métodos tradicionais permitem nao sé uma analise
qualitativa, mas também quantitativa. Apesar de grande especificidade e sensibilidade sao morosos e
requerem trabalho minucioso, sendo por isso necessarios métodos mais rapidos e simples.

Outros tipos de métodos emergentes tém sido, e devem ser cada vez mais incorporados, como
marcadores fluorescentes e ATP bioluminescéncia, biossensores, de modo que permita ser possivel
verificar visualmente o estado de limpeza, bem como métodos no-touch como luz UV-C ou vapores de
perdxido de hidrogénio. Revestimentos de superficies devem ser estudados quanto ao custo e
aplicabilidade, uma vez que revestimentos de prata e cobre apresentam reducao de cargas microbianas.

Métodos emergentes como o de ATP bioluminescéncia tém sido usados na industria
farmacéutica e cosmética, uma vez que permitem de forma rapida, obter informacao sobre o estado de
limpeza das superficies e, assim, tomar medidas efetivas e preventivas a baixo custo.

Por outro lado, o desenvolvimento de biossensores muiltiplos para detecao e quantificacao dos
principais microrganismos causadores de IACS, permitirao uma detecao atempada possibilitando assim a
implementacao de medidas de controlo e consequentemente reducao da prevaléncia de IACS.

A falta de guidelines na drea da saude é preocupante quer para os profissionais de salde que nao
tém nocao do estado de limpeza em que se encontram as superficies, mas também, e mais importante,
para os proprios doentes, jd que podem ser expostos a diferentes tipos de microrganismos, até mesmo
resistentes a antibidticos conduzindo a comorbilidades, podendo até levar a morte. A andlise da
contaminacao microbioldgica cabe assim ao hospital ou unidades de sauide, sendo o método e
periodicidade da andlise escolhida pelos mesmos, nao sendo possivel a uniformizacao de resultados e
praticas e consequentemente nem a sua comparacao. Zonas nao analisadas potenciam a nao percecao
do estado de limpeza, 0 aumento de risco de propagacao de microrganismos e por fim, o aumento de IACS.

Acoes de formacao e sensibilizacao devem ser incorporadas para todo os profissionais que
integram o hospital, por forma a terem consciéncia da exigéncia do grau de limpeza, daforma como melhor
limpar e desinfetar, bem como serem alertados para falhas técnicas e comportamentos de risco. Uma
comunidade consciencializada e uma direcao atenta e preocupada com esta problematica terao
certamente melhores niveis de limpeza e desinfecao e posteriormente, menor niimero de IACS.

Tendo em conta as limitacdes do estudo e que a presente revisao da literatura teve como objetivo
verificar, analisar e sistematizar informacao sobre qual o método de recolha microbioldgica mais usado e

adequado para avaliacdao da contaminacao microbioldgica em contexto hospitalar, bem como identificar
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as zonas criticas, nao foi possivel aferir qual o método mais indicado, sendo, no entanto, referido ao longo
da revisao vantagens e desvantagens dos diferentes métodos referidos, além de serem sugeridas
melhorias na ado¢ao de um protocolo de analise microbioldgica de superficie mais adequado as dreas
hospitalares.

Em suma, a drea hospitalar no que se refere a zonas de técnicas invasivas sao melhor controladas
face as restantes dreas, tornando estas, zonas de proliferacao e de risco para o desenvolvimento de IACS.
A criacao de guidelines podera nao sé ajudar na reducao de infecdes, mas também permitir uma maior
seguranca e reducao de custos com cuidados médicos. A aposta em novos métodos de desinfecao e
métodos de verificacao de limpeza sao cruciais para o controlo de proliferacao microbioldgica e

consequentemente, na reducao de IACS.
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Anexos

Tabela 4- Analise estatistica descritiva do grupo mobilia

MI MD
Numero de valores 3 6
Minimo 0,38 0,38
Mediana 21,78 1,28
Mdximo 3752 73,52
Média 19,89 13,29
Desvio-Padrao 18,64 29,52
Erro 10,76 12,05
Inferior 95% Cl -11,53 -10,99
Superior 95% Cl 51,32 3757

Tabela 5- Analise estatistica descritiva do grupo cama

MI MD
Ndmero de valores 5 6

Minimo 0,3100 0,4400
Mediana 0,4000 0,9850
Mdximo 173,4 4247
Média 37,88 8,783

Desvio-Padrao 76,00 16,72
Erro 33,99 6,825
Inferior 95% Cl -3458 -4969
Superior 95% Cl 10,3 22,54

Tabela 6- Analise estatistica descritiva do grupo Paredes

MI MD
Numero de valores 4 4
Minimo 0,03000 1,360
Mediana 20,59 2,485
Mdximo 7118 4,040
Média 2810 2,593
Desvio-Padrao 31,37 1197
Erro 15,68 0,5985

Inferior 95% Cl -8,812 1184
Superior 95% Cl 65,00 4,001
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Tabela 7- Andlise estatistica descritiva do grupo Casa de Banho

MI MD
Numero de valores 7 3

Minimo 0,3300 0,9400
Mediana 102,5 3,490

Mdximo 6975 7,970

Média 2408 4133
Desvio-Padrao 313,0 3,559
Erro 18,3 2,055
Superior 95% Cl 10,87 -1,866

Inferior 95% Cl 4707 10,13

Tabela 8- Andlise estatistica descritiva do grupo Equipamentos

MI MD
Ndmero de valores 4 5

Minimo 0,1000 0,5400

Mediana 4640 1,280
Mdximo 49,56 87,60

Média 14,74 18,50
Desvio-Padrao 23,45 38,63

Erro 1n72 17,28
Superior 95% Cl -12,86 -18,33
Inferior 95% ClI 4233 5534

Tabela 9- Andlise estatistica descritiva para Paises desenvolvidos (PD) e em desenvolvimento (PED)

PD PED
Numero de valores 22 6

Minimo 0,3867 0,2289
Mediana 4,494 3,332
Mdximo 6975 544,0
Média 88,12 9534
Desvio-Padrao 199,8 2199
Erro 42,60 89,79
Superior 95% Cl 14,82 -85,58
Inferior 95% Cl 161,4 2763




Tabela 10- Andlise estatistica de Paises desenvolvidos (PD) e em desenvolvimento (PED) por areas

Table Analyzed PD/PED por drea

ColumnB PED

VS. VS,

ColumnA PD

Nested t test

P value 0,6390

P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? No

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=0,4838, df=10

F,DFn, Dfd 0,2340,1,10

How big is the difference?

Mean of column B 3524

Mean of column A 58,32

Difference between means (B - A) + SEM -23,08 +47,71

95% confidence interval -129,4t0 83,22

Random effects SD | Variance
Variation within subcolumns 1275 16244
Variation among subcolumn means 6752 4559
Do the subcolumns differ (within each column)?

Chi-square, df 10,91,1

P value 0,0010

P value summary e

Is there significant difference between subcolumns (P < 0.05)? Yes

Data analyzed

Number of treatments (columns) 2

Number of subjects (subcolumns) 12

Total number of values 95
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Tabela 11- Andlise multicomparativa entre areas hospitalares

Tukey's multiple Mean Diff, | 95,00% Cl of | Significa | Summa | Adjusted

comparisons test diff, nt? ry P Value

Casa de Banho vs. Varios 3274 8110 to Yes b 0,0061 A-B
5736

Casade Banhovs. 3321 1273 to Yes e 0,0008 A-C

Enfermaria 536,8

Casade Banhovs.Cl 31,6 136to Yes b 0,00Mm A-D
509,6

Varios vs. Enfermaria 4,710 -215,9to No ns | >0,9999 B-C
2253

Varios vs. Cl -15,72 -230,1to No ns 0,9970 B-D
198,6

Enfermaria vs. Cl -20,43 -185,4 to No ns 0,9861 C-D
1446

Test details Mean 1 Mean 2 Mean SE of n1 n2

Diff, diff,

Casa de Banho vs. Varios 3343 6,907 3274 89,53 5 4

Casade Banho vs. 3343 2,198 3321 7444 5 9

Enfermaria

Casade Banhovs. Cl 3343 22,62 31,6 7198 5 M

Vdrios vs. Enfermaria 6,907 2,198 4710 | 80,20 4 9

Varios vs. Cl 6,907 22,62 -15,72 77,92 4 M

Enfermaria vs. Cl 2,198 22,62 -20,43 59,99 9 M
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Tabela 12- Andlise estatistica de Mobilia com remocao de outliers e significancia estatistica de 90%

Table Analyzed Mobilia ¢/ outliers

Column A MID

VS. VS,

ColumnB MD

Unpaired t test

P value 0,0558

P value summary ns

Significantly different (P <0.1)? Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=2,367,df=6

How big is the difference?

Mean of column A 19,89

Mean of column B 1,246

Difference between means (A - B) + SEM 18,65+7,879

90% confidence interval 3,337t033,96

R squared (eta squared) 0,4828

F test to compare variances

F, DFn, Dfd 4158,2 4

P value <0,0001

P value summary e

Significantly different (P < 0.1)? Yes

Model comparison SS | DF Probability it is correct
Null H. Population means identical 1350 | 7 54,05%
Alternative H: Distinct population means 6984 | 6 45 95%
Ratio of probabilities 1,176
Difference in AlCc -0,3250
Data analyzed

Sample size, column A 3

Sample size, column B 5
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Tabela 13- Andlise estatistica de Métodos diretos e indiretos por drea

Table Analyzed Data1

ColumnB Métodos Diretos

VS. VS,

Column A Métodos Indiretos

Nested t test

P value 0,0910

P value summary ns

Significantly different (P < 0.05)? No

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=1,870, df=10

F,DFn, Dfd 3,497,1,10

How big is the difference?

Mean of column B 8,515

Mean of column A 8443

Difference between means (B - A) + SEM -7591+40,60

95% confidence interval -166,4t014,54

Random effects SD Variance
Variation within subcolumns 1318 17363
Variation among subcolumn means 38,00 1444
Do the subcolumns differ (within each column)?

Chi-square, df 0,7733,1

P value 03792

P value summary ns

Is there significant difference between subcolumns (P < No

0.05)?

Data analyzed

Number of treatments (columns) 2

Number of subjects (subcolumns) 12

Total number of values 61
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