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Impacto dos biofilmes na desinfeccao

r [ = PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
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BIOFILME

- Ecossistema estruturado
- Altamente dinamico
- Atua de maneira coordenada,

!

Habitat favoravel a vida em comunidade e a
sobrevivéncia dos microrganismos.

Conseguem colonizar todos 0s ambientes acessivels a
seres vivos (bioticos e abioticos)



BIOFILME

Coagregacao:

-Um dos processos permite que a formacao do biofilme ocorra
rapidamente

-Microrganismos criam receptores para se ligar no filme
condicionante e aos outros microrganismos
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TRENDS in Microbiology




BIOFILME

Primeiros registros: ha aproximadamente 3,25
milhOes de anos;

Microrganismos - predominantemente dentro de
biofilmes

Preservacao da diversidade microbiana

Selecao natural

Sobrevivéncia de microrganismos anaerobios




Biofilme



BIOFILME
Importancia do substrato:

Suporte no qual ocorre a adesado de celulas microbianas

= 05solo, aagua, ou um dispositivo para saude

Interacao dos microrganismos com
substratos se da sempre atraves das
respectivas superficies.

(Pajkos et al., 2004; Donlan; Costerton, 2002; Donlan, 2002).



BIOFILME
Fabricantes

l

Plastificadores as estruturas do substrato

l

Objetivo: manter os polimeros maleaveis e evitar que se tornem
quebradicos

l

Alteracdo na composicao quimica

l

Altera a forma de interacao entre substratos e 0s microrganismos

Substratos constituidos de um mesmo tipo de polimero como o PTFE podem
apresentar diferentes comportamentos de interacao (plastificadores diferentes)




BIOFILME

Microrganismo

Filme
condicionante

Filme condicionante: formada por substancias do meio -
mudam as caracteristicas do substrato

(Donlan, 2001b, 2002).



BIOFILME
Etapas para adesao das bactérias a superficie dos substratos:

1) Transporte do meio para a vizinhanca da superficie:

- Aproximacdo da superficie: translocacdo  passiva
(microrganismos nao-moteis) e translocacao ativa
(microrganismos moteis).

Microrganismo

Filme
condicionante

Microrganismo




BIOFILME
Etapas para adesao das bactérias a superficie dos substratos:

2) Adesao no minimo secundario:

Filme
condicionante

\

Microrganismo

Microrganismo
/



BIOFILME
Etapas para adesao das bactérias a superficie dos substratos:

3) Adeséo no nivel primario com estabelecimento de contatos
firmes entre 0 microrganismo e o substrato:

Filme
condicionante

\

Microrganismo
Microrganismo

- Nem sempre a adesdo dos microrganismos ao substrato leva a formacao de
biofilme, a adesdo pode ser transitoria.
- Apéndices nas superficies de células como pilios, fimbrias ou mesmo flagelos
facilitam a transicdo da etapa de adesao reversivel para a adesao irreversivel.
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BIOFILME

Fatores que influenciam na interacao  dos
microrganismos com 0s substratos:

- Composicao guimica da superficie dos substratos

Materiais hidrofdbicos - desenvolvimento do biofilme
mais rapidamente

Canal
succao/biopsia

Canal
ar/agua

(Fletcher; Loeb, 1979; Pringle; Fletcher, 1983; Bendinger et al., 1993).




BIOFILME

Canais endoscopicos gastrointestinais
politetrafluoretileno (PTFE) - Teflon®.

PTFE:

- Superficie inerte

- Biocompativel com o corpo humano
- Impermeavel

- Baixa toxicidade

- Baixo coeficiente de atrito
(BALSAMO, 2009)

-Superficie hidrofobica
(VICKERY, PAJKOS;COSSART, 2004).



BIOFILME

Fatores que influenciam na  interacao  dos
microrganismos com 0s substratos:

- Morfologia da superficie (rugosidade):

(Pringle; Fletcher, 1983; Fletcher; Loeb, 1979; Pajkos et al, 2004;)



BIOFILME

Estruturas diversas:
-ldade do biofilme
-Quantidade e tipo de
matéria organica
disponivel no meio

ambiente

-Biodiversidade do
biofilme

-Substrato

Bacterial biofilms, such as this Staphylococcus aureus biofilm on a plastic surface, can be
significant problems in clinical settings. Researchers are finding ways to disrupt their formation
by using ultrasonic vibrations as well as by chemical means. (Image copyright SciMAT/Photo
Researchers, Inc.)




BIOFILME

= Aumento do numero de artigos: década de 90

| IRAS ]
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BIOFILME

Formacéao de biofilme na superficie de produtos para a
saude

!

Dificuldade ou impossibilidade de difusao de biocidas e
antimicrobianos

!

Transmissao de microrganismos



BIOFILME

Mecanismos de tolerancia aos antimicrobianos:

Py A

> X
A\

“Hiae et vl
Stress
Penetration Response

Mecanismos de tolerancia do biofilme aos antimicrobianos: baixa penetracdo, resposta de estresse,

microambiente alterado e células persisters.
Fonte: Courtesy, Montana State University Center for Biofilm Engineering, 2001. (llustracdo

adaptada: traducéo do inglés para o portugués). Autorizada pelo autor.



BIOFILME

Principais metodos para controle da formacao de
biofilmes:

1) Constituicao do substrato
2) Limpeza mecanica e quimica
(VICKERY; PAJKOS; COSSART, 2004),
3) Reducao do aporte de nutrientes;
4) Aplicacao de biocidas;
5) Emprego de substancias como prata, antissepticos e

antimicrobianos - superficie dos dispositivos meédicos
(SCHIERHOLZ; BEUTH, 2001).



REMOCAO DO BIOFILME

Medical Device Reprocessing: How to "Ban the Blofilm
Michelle Alfa PRI FOOM, St Boatlace General FHospetal, Winaipeg

Stop Dirty Instruments
igt the Cleaning stage!!

= Once disinfected or sterilized
residues are fixed 2 hard to
extract and analyze

= Need to do routine monitoring of

Suction tip

A ), Souie 1) The noed = verdly the cesmeng rocess,. Meruess, Sorng 2012 page 4854




REMOCAO DO BIOFILME

= Acdo mecanica — padrao ouro
a

VAP

Figure 2. Importance of brush diameter for effective cleaning of
endoscope channel {photograph provided by LTA Medical, Mon-
treuil, France). (a) Diameter of the brush is correct for the
channel size, and effective cleaning is ensured. (b) Diameter of
the brush is too big, so brush fibres are compacted in the channel
and are not effective. (c) Diameter of the brush is too small, so
brush fibres do not touch the channel.

(BAJOLET et al., 2013)



REMOCAO DO BIOFILME

= Acdo mecanica




REMOCAO DO BIOFILME

= Acdo mecanica




REMOCAO DO BIOFILME

= Acdo mecanica




REMOCAO DO BIOFILME - Solucdes de limpeza

American Journal of Infection Control 41 (2013) eg9-e92

Contents lists available at ScienceDirect

ANC™

American Journal of Infection Control

American Joumnal of
Infecticn Control

journal homepage: www.ajicjournal.org

Major article

Evaluation of detergents and contact time on biofilm removal from flexible
endoscopes

Wei Ren MD *P°, Xiaoyan Sheng MD ¢, Xi Huang MD 2, Fachao Zhi PhD ¢, Wenzhi Cai PhD *<*

*School of Nursing, Southern Medical University, Guangzhou, China
" Zhengzhou Children’s Hospital, Zhengzhou, China
“ WNanfang Hospital, Guangzhou, China

= Experimental — Escherichia coli

= Microscopia eletronica de varredura

= 2 detergentes com enzimas e 1 detergente sem enzimas
= 3,5e 7 minutos



REMOCAO DO BIOFILME - Solucdes de limpeza

Residual biofilm bacteria colony counts after exposure to various detergents for
contact time of 3, 5, and 7 minutes and biofilm bacteria colony counts for the control

group (1gCFUfcm?)

Group FMin(n=5) 5Min(n=5) 7Min(n=>5) Sum
Rapid Multi-Enzyme 4.59 + 051™" 460 + 0.52" 463 = 057" 461 +0.52
Scopezime 4.70 + 052" 468 + 050" 4.63 + 049" 467 + 049
Intercept 131 £ 014" 128+011" 130=013" 129+0.13
Sterilized water 544 +£0.19 544+0.19 544019 544=0.195
Injection

Sum 353+£165 352+165 3524165 352+ 1564
F test 342.906 363.068 327.360 1031.647
P value < 001 < 001 =001 <001

NOTE. n, 5ample size; X + 5, mean + standard deviation.
P < 001 vs sterilized water 1njection.
‘P« 001 vs Intercept.

‘F statistic and P value of main effect.
(Renetal., 2013)
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REMOCAO DO BIOFILME - Solucdes de limpeza

// J‘ World Journal of
¢ Gastroenterology

Omnline Submissions: http:/ /www.owijgnet.com/ 1007-9327 office World | Gastroenderol 2010 February 28; 16(8): 1019-1024
wig@wignet.com ISSIN 1007-9327 (print)
doi:10.3748 / wig.v16.i8. 1019 2010 Baishideng. All rights reserved.

BRIEF ARTICLE

A study of the efficacy of bacterial biofilm cleanout for
gastrointestinal endoscopes

Detergents Average actual Average standard
colony count {CFU/ colony count (IgCFLL/
piece, + 5D) piece, + 5D)
Enzymatic detergent (115 + (.86) = 10° 3.96 + 0.35°
Non-enzymatic detergent (685 £ 2.90) = 10 1.80 £ 0.21°
Control (169 £ 0.65) = 10° 419 £0.22

' = 0.00 vs the control group, P = (125 vs the control group. (Fang et al., 20]_0)



REMOCAO DO BIOFILME - Solucdes de limpeza

// (7‘ World Journal of
¢ Gastroenterology

Omnline Submissions: http:/ /www.owijgnet.com/ 1007-9327 office World | Gastroenderol 2010 February 28; 16(8): 1019-1024
wig@wignet.com ISSIN 1007-9327 (print)
doi:10.3748 / wig.v16.i8. 1019 © 2010 Baishideng. All rights reserved.

BRIEF ARTICLE

A study of the efficacy of bacterial biofilm cleanout for
gastrointestinal endoscopes

(Fang et al., 2010)



Removal of biofilm from endoscopes:
Evaluation of detergent efficiency

Raren Vickery, BVSc, MV5c, PhD, Aniko Pajkos, BSc, and Yvonne Cossart, MB BS, BSc (Med), FRCPA

Sydney, New South Wales, Australia

Table 2. Removal of experimentally generated 6-day biofilm from PYC and Teflon

Teflon

Log reduction in E coli counts/cm®

¥Yiable Yisual

SEM Biofilm %

CFU Log

PVYC

SEM Biofilm %

Detergent CFu count reduction reduction/cm’ reduction
Matrix dilution
I:5 4.70 ND ND 7.21 35
[:12.5 4.70 0.4 60 7.21 60
25 4.70 0.33 63 7.21 75
[:50 470 0 55 7.21 50
[:100 470 ND ND 7.21 40
Cidezyme 0.21 0.29 0 0.25 0
Medizyme |.36* ND ND 0 0
EndoKleen ND ND ND 0.8 0
3M Epizyme Rapid room .13 0.70 55 0.8 55
temperature 35°C 1.57 12 50 112 60

ND, Mot done.
*Sixteen-hour biofilm.

(Vickery et al., 2004)



The effect of multiple cycles of
contamination, detergent washing, and
disinfection on the development of
biofilm in endoscope tubing

Karen Vickery, BVSc, MVSc, PhD,” Quan-D. Ngo, MB Bs.b_]ean Zou, BM, MM, PhD,” and Yvonne E. Cossart, MB BS, BSc

(Med), FRCPA"
Sydney, Australia

= Experimental — Pseudomonas aeruginosa

= Microscopia eletronica de varredura

= 1 detergente com enzimas e 1 detergente sem enzimas

= 10 minutos — 200 C

= Desinfeccdo automatizada: glutaraldeido 2%, 20 minutos
= 20 ciclos de limpeza e desinfeccao

=  Amostras: 5, 10 e 20 ciclos _
(Vickery et al., 2009)



. )
>

Fig 1. SEM of P ﬂErﬂgﬁnﬂSﬂ biofilm on .endascnpe tubing after 20 contamination/wash/disinfec

tant cycles. (A) A
example of large patch of multilayered biofilm with lots of cementing EPS, present on all control samples
(B) Multilayered biofilm on control tubing after 20 cycles. (C) Single cells and small patches of |- or 2-cell-layerec

biofilm on Medizyme-washed tubing after 20 cycles. (D) Patch of biofilm showing flattened cells on Matrix washec

tubing after 20 cycles. Bars = 10 pm
(Vickery et al., 2009)




Mimicking disinfection and drying of biofilms in
contaminated endoscopes

Kovaleva, Degener, Mei, 2010 — Journal of Hospital Infection
=Acido peracético 1% - 10 minutos

*Biofilme C. albicans, C. parapsilosis, P. aeruginosa e S.
maltophilia (1 e 2 espécies)

=*Remocao do biofilme

*Se ndo secar — formacao de biofilme



BIOFILME

Case repor

Is bacteriologic surveillance in endoscope reprocessin:
stringent enough?

Authors | Kovaleva', N. E. L. Meessen', F. T. M. Peters®, M. H. Been', ). P. Arends', R. P. Borgers’, |. E. Degener’
Institutions ' Department of Medical Microbiology, University Medical Centre Groningen, University of Groningen, Groningen,
The Netherlands

¢ Endoscopy Centre, University Medical Centre Groningen, University of Groningen, Groningen, The Netherlands



BIOFILME

a i i Biofilmea

Estégio 1 Estégio 2 Estégio 3

_— 1 -
Diragio do fluxo do fluido Aproximas
Hidrategdo continua em fluido Biafima cho 300-500

continua pm da
BEpESEUrE
-
L ]
b Biofilma Build-yg Clelico
Ciclo 1 ; Ciclo 2 == = ¥ oo
" [ Clelo:

| Fds-paciente: hidratado

Blofilme Bulld-un Limpeza: hidratado

Camadas de matriz orgénica seca com organismos embebidos. ; Desinfecgio: hidratado
Armazenamento: seco

Aproximadamente 10-50
1 um de espessuUrE

Fonte: ZHONG et al., 2009 {Ilustratﬁn adaptada: tradugao do inglés para o porfugués).



News From the Centers for Disease Control and Prevention

Endoscope Implicated in lllinois
Infection Outbreak

: » Duodenoscopio - ERCP

: = 4 meses/2013

: = Registro de 9 pacientes -
: = Escherichia coli produtora de New Delhl
: metallo-B-lactamase (NDM) '
i = 8/9 do mesmo hospital

: » 6/8 realizaram ERCP =
i » Detecgdo de NDM e KPC -1 endoscoplo
: utilizado em 5 pacientes -
: » Adesdo ao protocolo
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