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Objetivos: determinar se existe diferencas na seguranca do preparo de instrumentais cirdrgicos
relacionada ao uso de distintos tipos de luvas e das maos nuas no preparo, e avaliar a carga
microbiologica destes preparados sem luvas. Método: experimento laboratorial com abordagem
pragmatica, onde amostras foram manipuladas com diferentes tipos de luvas e com as maos nuas,
elaborado teste de citotoxicidade por meio da difusdo em &gar. Outras Amostras sofreram analise
microbioldgica apos serem manipuladas sem luvas. Resultados: nenhuma das amostras apresentou
efeito citotdxico. Todas as culturas microbioldgicas apresentaram crescimento de microrganismos,
embora nenhum microrganismo tenha sido recuperado apds a autoclavagdo. Conclusdo: ndo houve
diferencas nas respostas citotoxicas relacionadas ao uso de diferentes tipos de luvas e das maos
nuas na manipulacdo do instrumental cirdrgico limpo que sinalizasse risco de iatrogenia. Ressalta-
se que o uso de luvas implica em aumento dos custos do processo e da geragdo de residuos, além

do potencial risco alergénico ao latex.
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Introdugédo

O preparo garante que os instrumentais cirdrgicos
sejam disponibilizados no campo estéril inspecionados
quanto a adequada limpeza e em bom estado de
funcionamento. Também é neste momento que os
instrumentais sdo separados, distribuidos na condicédo
em que serdo apresentados no campo operatorio e
embalados para serem, posteriormente, encaminhados
a esterilizagdo.

A etapa de preparo é realizada por meio da
manipulagdo ostensiva dos instrumentais cirtrgicos e
deve ser constituida de uma inspecdo minuciosa, com o
objetivo de identificar a sujeira residual e as possiveis
reentrancias

falhas mecanicas, incluindo todas as

e cremalheiras(*». Recomenda-se, ainda, que os
funcionarios envolvidos no preparo dos produtos limpos
usem roupas privativas, gorro®, luvas e mascaras®.
Embora exista recomendagdo quanto ao uso
de luvas na manipulagdo realizada no momento do
preparo, esta baseia-se em deducdo teodrica, pois ndo
foram encontrados na literatura estudos que pudessem
embasar essa recomendagdo. Com a finalidade de
comprovar se existe risco no preparo de produtos
utilizando diferentes tipos de luvas e sem o uso de
luvas, esta pesquisa teve os objetivos de determinar se
existem diferengas na seguranga do preparo relacionada
ao uso de distintos tipos de luvas e das mdos nuas na
inspecdo e preparo do instrumental cirldrgico apds sua
limpeza, e identificar e quantificar a carga microbiana

apo6s manipulagdo sem o uso de luvas.
Método

Pesquisa experimental laboratorial com abordagem
pragmaética, aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
do HU-USP sob o registro CEP-HU/USP:1.264/13. A
pesquisa foi dividida em duas etapas, uma para analise
da citotoxicidade das amostras manipuladas com o
uso de luvas e com as mdos nuas, e outra para analise
microbioldgica das amostras manipuladas com as méaos
nuas.

Foram utilizadas como amostras, para a etapa de
analise citotoxica, canulas de hidrodissecgdo em aluminio
para oftalmologia com, aproximadamente, 4,0 cm de
comprimento, 0,6 mm de diametro e 0,2 mm na porgao
distal (Steel Inox®, Brasil). Para a etapa de analise
microbioldgica foram utilizados instrumentais cirtrgicos
de aco inox novos (Pingas anatomicas sem dente Erwin
Guth™, Brasil) de 14 cm. A escolha destes instrumentais
caracterizou-se pela possibilidade de inoculagao direta
da amostra (cénulas de hidrodissecgdo) sobre a camada
de agar, sem causar danos decorrentes do peso da

amostra a monocamada celular e de inoculagdo direta
da amostra (pinga anatomica) no tubo contendo meio
de cultura.

Na fase de analise citotdxica, as amostras (canulas
de hidrodissecgdo) foram submetidas a limpeza manual
com agua potavel, detergente enzimatico (Detergente
Multienzimatico, 3M®, Brasil) e escovas de cerdas
macias, e preparadas por meio de manipulagdo pela
propria pesquisadora, de acordo com o grupo ao qual
pertenciam, sendo: cinco amostras com luvas de latex
com po6 (Grupo C1), cinco amostras com luvas de latex
sem po6 (Grupo C2), cinco amostras com luvas vinilicas
(Grupo C3) e outras cinco amostras com luvas nitrilicas
(Grupo C4). Cinco amostras foram manipuladas por
funcionarios do CME sem o uso de luvas (Grupo C5).
A manipulagdo caracterizava-se pelo toque das maos
em todo o corpo das amostras por 30 segundos. Este
tempo representou uma média de tempo calculada
pela prépria pesquisadora, com base na observagdo
pratica, para inspecdo de pingas complexas e simples.
As amostras foram embaladas em papel grau cirurgico/
filme e esterilizadas em autoclave a vapor saturado sob
pressao a 135°C por 5 minutos. As amostras foram,
entdo, investigadas quanto a toxicidade celular pelo
método da difusdo em agar®. Com base na United
States Pharmacopeia - USP-34(®), a linhagem celular
utilizada foi a NCTC Clone 929 (Célula L, derivada
da linhagem L - tecido conjuntivo de camundongo)
catalogada no acervo do Nucleo de Cultura de Células do
IAL sob o niumero CCIALO020, proveniente da American
Type Culture Collection (ATCC® CCL-1™). Testes de
citotoxicidade in vitro podem ser utilizados como uma
primeira etapa na avaliagdo bioldgica do material. Estes
métodos sdo desenhados para determinar a resposta
biolégica de uma cultura de células quando expostas a
material e extratos deste. A citotoxicidade é determinada
qualitativa ou quantitativamente, por meio da medida de
uma série de parametros e graduada de zero a quatro,
sendo o zero a auséncia de dano as células e quatro
morte celular expressiva®. Os ensaios foram realizados
em cabine de protegdo bioldgica, em sala limpa com o
sistema de filtro absoluto e pressao positiva. A linhagem
celular clone NCTC 929 foi cultivada em meio minimo
de Eagle, suplementado com 0,1 mM de aminoacidos
ndo essenciais, 1,0 mM de piruvato de sddio e 10% de
soro fetal bovino sem antibidtico (MEM com 10% SFB).
As células ressuspendidas foram semeadas em volumes
de 5 ml em placas de Petri (concentracdo 3,0X10°
cel/mL). Foi realizada incubagdo por 48 horas a 37°C
em atmosfera Umida, contendo 5% de CO,. Com a
monocamada de células formada, o meio de cultura foi
desprezado, sendo adicionados 5 mL de meio overlay
nas placas de Petri. O meio overlay é composto de MEM
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duas vezes concentrado com agar a 1,8% contendo
0,01% de corante vital vermelho neutro. O &gar foi
fundido e misturado com o MEM, a 44+1°C. As placas
de Petri foram incubadas novamente em estufa em
atmosfera com 5% de CO, a 37°C, por 24 horas. Sempre
utilizando material esterilizado e técnica asséptica, as
canulas eram depositadas sobre o agar das culturas
celulares nas placas de Petri, com o objetivo de avaliar
a possivel toxicidade. Também foram depositados sobre
as monocamadas fragmentos de 0,5 cm de cada tipo
de luva (latex com p9, latex sem po, vinilica e nitrilica)
para controlar a toxicidade das luvas isoladamente.
Como controles positivos, foram usados fragmentos de
0,5 cm de borracha latex e como controles negativos,
fragmentos de 0,5 cm de papel de filtro atdxico. Foi
realizado um Controle negativo no qual amostras
manipuladas com pinga (sem o toque das maos) foram
avaliadas quanto a toxicidade. A toxicidade celular foi
evidenciada macroscopicamente pela formagao do halo
incolor sob ou ao redor do material téxico, medido
com paquimetro calibrado e, microscopicamente, pela
alteragdo da morfologia e morte das células ao redor
das amostras. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. A interpretacdo deste resultado foi realizada
com base nos graus de reatividade bioldgica para o
método da difusdo em agar, descritos na Norma ISO
10.993-5:2009®,

Na fase de anadlise microbioldgica, as amostras
(pingas anatdémicas sem dente) foram submetidas a
limpeza manual utilizando escova de cerdas macias,
agua potavel e detergente enzimatico (HS Zyme - H
Strattner™, Brasil). Apds a limpeza, 20 amostras foram
manipuladas pelos funcionarios do CME, que faziam uso
de mascara, gorro e roupa privativa. A manipulagdo
seguiu 0 mesmo padrdo estabelecido na etapa de analise
citotoxica. Apos a manipulagdo, as amostras foram
divididas aleatoriamente em dois grupos. Dez amostras
foram depositadas, pelos préprios funcionarios, em
sacos plasticos esterilizados contendo 200 mL de Soro
Fisioldgico 0,9% (SF - Baxter™, Estados Unidos da
América), que, posteriormente, foram lacrados, formando
o Grupo M1. Dez outras amostras foram inoculadas
diretamente, também pelos préprios funcionarios, em
tubos de vidro com tampa rosqueavel contendo 100 mL
(suficientes para imergir completamente as pingas) de
Tryptic Soy Broth (TSB - BD Difco™, Estados Unidos da
América), formando o Grupo M2. Dez outras amostras
manipuladas pelos funcionarios foram depositadas
diretamente em papel grau cirtrgico e esterilizadas em
autoclave a vapor a 134°C por 5 minutos, constituindo
o Grupo Controle da esterilizagdo. As amostras foram,
entdo, encaminhadas para incubacdo e anadlise. Apds
inoculagdo em meio TSB, as amostras do Grupo M2 e

o Grupo Controle da esterilizagdo foram incubadas em
estufa (FANEM®, Brasil) a 37°C £ 2°C por 14 dias, com
leitura diaria para identificacdo de possivel turbidez.
Nas amostras do Grupo M2 em que existiu turvagao foi
realizada a identificagdo dos microrganismos.

As amostras acondicionadas em sacos plasticos
com SF 0,9% do Grupo M1 e metade das amostras
do Grupo Controle da esterilizagdo foram sonicadas
trés vezes por 5 segundos em lavadora ultrassénica
(Modelo USC-2800, Enge Solutions™, Estados Unidos da
América) e agitadas por 10 minutos em agitador orbital
(Modelo 255 - B, Fanem®, Brasil) a 160 rotacdes por
minuto (rpm), com o intuito de desprender no liquido
eluido os microrganismos presentes nas amostras. Em
cabine de protegdo bioldgica (Modelo VLFS 12 - VECO®,
Brasil), os lacres dos sacos foram retirados com tesoura
esterilizada e o conteldo foi despejado no sistema
esterilizado para filtragem (Sterifil® Milipore™, Estados
Unidos da América), acoplado a um frasco Kitassato
ligado a uma bomba de vacuo, usando membranas
de 0,20 micra (Merck Milipore™, Estados Unidos da
América), configurando o método de filtragdo por
membrana®. O conteddo dos sacos era dividido em
dois, portanto, cada membrana filtrava 100 mL do
lavado resultante da extragdo da carga microbiana das
amostras, e cada membrana era depositada em uma
placa de Petri, uma contendo agar sangue (Probac®,
Brasil), com o objetivo de promover o crescimento ndo
seletivo de microrganismos aerdbios, e a outra contendo
agar Anaerinsol (Probac®, Brasil), para promover o
crescimento de microrganismos anaerdbios. As placas
foram lacradas e incubadas em estufa (FANEM®,
Brasil) a 37°C + 2°C por 14 dias, com leitura diaria
para averiguar o crescimento microbiano. As placas
de agar Anaerinsol eram antes acondicionadas em
jarras de anaerobiose (Probac®, Brasil). Nas placas que
apresentaram crescimento foi realizada a identificagdo
dos microrganismos, por meio das propriedades
morfotintoriais, provas de catalase, coagulase, hemdlise
em agar sangue, bile esculina®.

Para definicdo do tamanho amostral, todos os
tipos de luvas disponiveis para pronto uso no mercado
(latex com po, latex sem pod, nitrilica e vinilica) foram
utilizados no experimento. Inicialmente, trabalhou-se
em quintuplicata para cada tipo de luva como tamanho
amostral, selecionando-as aleatoriamente de cada caixa.
Com base nos resultados dessa amostra, intencionou-
se ampliar o tamanho amostral apoiado nas possiveis
diferengas que seriam encontradas. Tendo em vista a
auséncia de diferengas nos resultados entre os grupos
comparados, foi possivel concluir a pesquisa com cinco

amostras para cada grupo.
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Resultados

Nenhuma das amostras da etapa de analise citotdxica
apresentou toxicidade (Grau 2), independentemente
do tipo de luva utilizada na manipulagdo das mesmas.
Todas as amostras de luvas apresentaram toxicidade
(Grau 3) quando depositadas diretamente sobre a
camada de células. Os controles positivos dos testes de
citotoxicidade apresentaram halo de morte celular (efeito
citotoxico) e os controles negativos ndo mostraram
toxicidade. O Controle negativo (sem manipulagdo) ndo
apresentou toxicidade em nenhuma das amostras.

Os resultados dos testes da etapa de analise
microbioldgica apresentaram crescimento microbiano
em todas as amostras das fases quantitativas M1
e qualitativa M2. Na fase de anadlise quantitativa
para microrganismos aerdbios e anaerdbios, houve
crescimento nas cinco amostras e 0s microrganismos
isolados, da mesma maneira que suas respectivas

quantidades estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos microrganismos aerdbios e
anaerodbios da etapa quantitativa isolados nas amostras
manipuladas sem luvas. Sdo Paulo, SP, Brasil, 2014

Amostra Microrganismo aerébio UFC*

1 Staphylococcus coagulase negativa 23
Bacillus spp 2

2 Staphylococcus coagulase negativa 1
Bacillus spp Incontavel®
Micrococcus spp 1

3 Staphylococcus coagulase negativa Incontavel®
Bacillus spp 4
Micrococcus spp 3

4 Bacillus spp 2
Staphylococcus coagulase negativa 2

5 Staphylococcus coagulase negativa 3

Amostra Microrganismo anaerébio UFC*

Klebsiella pneumoniae 1

1 .
Bacillus spp 1

2 Micrococcus spp 1
Klebsiella oxytoca 16

3 Staphylococcus coagulase negativa 3
Clostridium spp 2

4 Acinetobacter baumannii 1

5 Staphylococcus coagulase negativa 2

Amostra Microrganismo

Staphylococcus coagulase negativa
Bacilo Gram-postivo ndo esporulado

Bacilo Gram positivo
Staphylococcus aureus

Staphylococcus coagulase negativa
Bacilo Gram positivo

Bacilo Gram positivo
Staphylococcus coagulase negativa

Staphylococcus coagulase negativa
Streptococcus sp

Bacilo Gram positivo

Bacilo Gram positivo ndo esporulado

Bacilo Gram positivo
Staphylococcus coagulase negativa

Staphylococcus coagulase negativa
Bacilo Gram positivo

Staphylococcus coagulase negativa
8 Streptococcus Grupo viridans
Bacilo Gram positivo ndo esporulado

Acinetobacter calcoaceticus
9 Staphylococcus coagulase negativa
Bacteroides sp

Acinetobacter calcoaceticus
Burkholderia cepacia

10 Staphylococcus aureus

Bacteroides sp

*Unidade formadora de col6nias
tAcima de 300 UFC

Os microrganismos identificados na fase qualitativa
da etapa microbioldgica estdo descritos na Figura 1.

Figura 1 - Distribuicdo dos microrganismos da etapa
qualitativa isolados nas amostras manipuladas sem
luvas. Sao Paulo, SP, Brasil, 2014

O grupo controle da esterilizacdo nao apresentou
crescimento de microrganismos em nenhuma das
amostras.

Discussao

Os resultados demonstraram a toxicidade (Grau 3)
das luvas quando colocadas diretamente sobre a camada
de agar. Tendo em vista que as amostras isoladas ndo
apresentaram citotoxicidade, infere-se que a toxicidade
encontrada nos resultados das amostras manipuladas foi
transferida pela manipulagdo, mas de modo mais brando
(Grau 2), a ponto de nao representar risco celular.
Conforme a norma ISO 10.993-5:2009®), produtos para
salde sdo liberados para uso quando apresentam uma
zona de reatividade de até Grau 2.

Inicialmente acreditava-se que existiria diferengas
nas reatividades de cada tipo de luva, pois o latex é
sabidamente agressivo as células e €, inclusive, utilizado
como controle positivo nos testes de citotoxicidade. As
luvas nitrilicas consideradas, até entdao, menos tdxicas,

apresentaram toxicidade semelhante as demais luvas.
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A manipulacdo das amostras, sem uso de luvas,
teve o mesmo grau de reatividade quando usando
luvas. Ndo foi possivel determinar que elemento ou
residuo propiciou toxicidade das maos para as amostras,
configurando uma limitagao do estudo. Possivelmente,
endotoxinas surgiram, de forma amena, apds a
esterilizagdo dos instrumentais.

Endotoxinas sdo toxinas provenientes da lise das
células das bactérias Gram-negativas, sdo estaveis
ao aquecimento e, por isso, ndo se degradam apds
autoclavacdao, podendo levar a respostas imunes e
inflamatorias graves®. S&do capazes de destruir a
camada de células em um teste de citotoxicidade.

Os microrganismos isolados das amostras da etapa
de analise microbioldgica tém como habitat natural a
microbiota humana e o meio ambiente, mas alguns deles,
como Burkholderia cepacia, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter calcoaceticus,
por exemplo, podem ter papel importante nas infecgdes
nosocomiais®.

Neste estudo, as bactérias encontradas foram,
em sua maioria, semelhantes as bactérias isoladas
das maos de profissionais de salde de outros estudos,
da mesma maneira que o numero de espécies
isoladas(%11), Apesar de ndo ter sido realizada busca por
microrganismos anaerdbios na etapa qualitativa, foram
isolados Bacteroides sp, microrganismos anaerobios
estritos que fazem parte da microbiota humana®?,
Este fato configurou-se em um achado, provavelmente
pela condicdo de anaerobiose que se formou nos tubos
rosqueados e com um grande volume de meio.

Os resultados obtidos demonstraram crescimentos
da ordem de uma a quatro unidades formadoras de
colbnias (UFC) poramostraeduasamostrasapresentaram
crescimento incontavel, que se caracterizou por =102
log. Estudos mostram que a carga microbiana nas maos
de funcionarios envolvidos na assisténcia a saude varia
de 3,9 x 10* a 4,6 x 10° UFC/cm?2(3),

Embora todas as amostras manipuladas sem luvas
tenham sido satisfatoriamente esterilizadas (o que ndo
isenta a presenca de endotoxinas), esses resultados
merecem consideragdes, pois acenam para uma
possivel falha na higienizagdo das méaos dos funcionarios
envolvidos no preparo dos instrumentais.

A preocupagdo com as questles relacionadas a
qualidade da higienizacdo das mé&os dos funcionarios
no CME é pertinente. A adesdo a este procedimento
varia entre 30% e 48% para os profissionais de saude
envolvidos no cuidado direto ao paciente*1%, Supde-se
que esta adesdo seja ainda mais baixa na area limpa do
CME, pela inexisténcia de contato direto com paciente

ou com produtos contaminados.

As organizagdes que orientam as rotinas no CME(:3:16)
recomendam que os funciondrios que inspecionam o
material sempre lavem as maos ao manipular material
limpo, antes e apds ir ao banheiro, comer e efetuar outra
tarefa, que ndao seja a manipulagdo dos instrumentais
limpos.

Mesmo diante da auséncia de crescimento de
microrganismos nas amostras, apdés o método de
esterilizacdo utilizado, o preparo ndao deve aumentar a
carga microbiana dos instrumentais. Instituir o uso de
luvas por falhas no controle da higienizagdao das maos
dos funcionarios envolvidos no preparo ndo é a solugdo
ideal, pois ndo resolve o problema da baixa adesdo a
higienizagao das maos.

Da mesma maneira, utilizar luvas com o objetivo
de proteger os funcionarios de possiveis residuos ndo
eliminados com a limpeza dos instrumentais dificulta
a solucdo de outro problema: a ma qualidade do
processo de limpeza, pois independentemente da
maneira como os instrumentais sdo lavados, mecanica
ou manualmente, os mesmos devem chegar limpos a
area de preparo. Afinal, a limpeza tem a capacidade de
reduzir significativamente a carga organica e inorgénica
dos instrumentais'’?®, garantindo seguranca na
manipulagdo destes quando limpos, sem a necessidade
de uso de Equipamento de Protegdo Individual, como
luvas.

Maquinas lavadoras que terminam seus ciclos
com instrumentais com odor de sangue ou gordura,
ou com sujidade aparente requerem manutencgdo,
seguida de validagdo e qualificagdo, da mesma maneira
que funciondrios que realizam lavagem manual de
instrumentais e os dispensam sujos, precisam de
treinamento. Portanto, ndo seria, a priori, a condigdo
qgue o instrumental chega a mesa de preparo a questdo
decisoria para o uso das luvas.

Quando ndo indicado, o uso de luvas representa
desperdicio de recursos e ndo contribui para a redugao
de transmissdo-cruzada de microrganismos, podendo
também reduzir as oportunidades para higienizagdo das
maos.

No Brasil, o uso de luvas de latex ainda é expressivo,
embora existam evidéncias de que a alergia ao latex
aumenta com a exposigdo ocupacional, e de que a asma
ocupacional é causada exclusivamente pelo uso continuo
de luvas de latex®b. Alguns autores acreditam que o uso
de luvas de latex deveria ser restrito e desencorajado,
sobretudo as que contém pd, quando ndo ha risco de
exposicdo a contaminantes®b,

A questdao do custo deve ser considerada, tanto
o referente a compra da luva como ao descarte.
Dados apontam que a implementacdo das precaugdes
universais em um hospital-escola podem representar
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um aumento de 92% nos custos gerais da instituicdo,
sendo dois tergos deste valor representados apenas pela
compra de luvas®?. Nao foram encontrados dados sobre
0 custo com o uso de luvas no Brasil.

Outro ponto preocupante diz respeito ao descarte
dessas luvas. Acredita-se que, anualmente, sejam
desprezadas 100 bilhGes de luvas no mundo®?®. No
Brasil, a legislagdo considera as luvas utilizadas residuos
do tipo A4, portanto, ndo passiveis de reciclagem®4,

Os diferentes tipos de manipulacdo dos
instrumentais cirdrgicos realizados neste estudo, por
apresentarem graus de citotoxicidade iguais, foram
equivalentes, portanto, sob a Optica da geragdo de
residuo com o uso de luvas, fica evidente a indicacdo da
realizacdo do preparo sem o uso de luvas, contrariando
a recomendacdo vigente hoje no Brasil®. Para tanto,
a atengdo a higienizagdo das mdos nesta etapa do

reprocesso deve ser redobrada.
Conclusao

Embora exista hoje recomendacdo para uso de luvas
no preparo de instrumental cirtrgico no Brasil, e embora
este estudo tenha evidenciado ndo existir diferenga na
toxicidade do preparo com o uso de diferentes tipos de
luvas e sem o uso destas, as desvantagens apresentadas
pelo uso de luvas, como o risco de sensibilizacdo ao latex
para o profissional calgando a luva, além dos custos de
compra e o impacto da geracdo de residuos bioldgicos
ao meio ambiente, o preparo sem o uso de luvas, com
as maos nuas, mostrou-se a recomendacao ideal.
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