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Resumo

Objetivo

Avaliar desinfetantes de uso domiciliar, identificando a presenca de bactérias
contaminantes, e conhecer o nivel de toleréncia dessas bactérias ao cloreto de
benzalconio.

Métodos

Foram adquiridas a eatoriamente no comércio daregi&o metropolitanade S&o Paulo,
SP, Brasil, 52 amostras de desinfetantes de uso domiciliar para andlise quanto a
presencade bactérias contaminantes. O nivel detoleranciadessas bactériasao cloreto
de benzalconio foi determinado pelo método da macrodiluicéo em caldo.
Resultados

De52 amostras, 16 (30,77%) estavam contaminadas por bactérias Gram negativas,
com contagens variando entre 10* e 10° UFC/mI. Esses contaminantes foram
identificados como Alcaligenes xylosoxidans, Burkholderia cepacia e Serratia
marcescens. As Concentragdes Inibitdrias Minimas (CIM: ng/ml) do cloreto de
benzalcdnio para S. marcescens, A. xylosoxidans e B. cepacia foram: 2,48, 1,23 e
0,30, respectivamente.

Conclusdes

Osdesinfetantes de uso domiciliar & base de compostos de aménio quaternério sdo
passiveis de contaminagdo por bactérias. As CIM do cloreto de benzalconio para
as bactérias contaminantes estavam abaixo das concentragdes do principio ativo
presente nos desinfetantes, indicando que a toleréncia ao biocida néo é estavel,
podendo ser perdidacom o cultivo das bactérias em meios de culturasem o biocida.

Abstract

Objective

To evaluate disinfectants for domestic use for the presence of bacteria, identify
them, and determine their tolerance level to benzalkonium chloride.

Methods

Fifty-two samplesof commercially availabledisinfectantsfor domestic usewereacquired
at random in the metropolitan area of So Paulo, Brazl, and analyzed to detect the
presence of bacterial contaminants. The isolated organisms were identified and their
tolerancelevel to benzalkoniumchloridewas deter mined by broth macrodilution method.
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Results

Sixteen (30.77%) of fifty-two disinfectants sampled were contaminated by Gram-
negative bacteria, with counts varying between 10* and 10° UFC/ml. Alcaligenes
xylosoxidans, Burkholderia cepacia and Serratia marcescens were the predominant
organisms found. The minimum inhibitory concentration (MIC: ng/ml) of
benzalkoniumchloridefor these bacteriawere 2.48, 1.23 and 0.30to S. marcescens,
A. xylosoxidans and B. cepacia, respectively.

Conclusions

Thedisinfectant formulation contai ning quater nary ammonium compounds (QACS)
may be exposed to contamination by Gram-negative bacteria. The MICs of
benzalkonium chloride against the isolated bacteria were low, indicating that the
bacteria grown in culture media without QACslost their tolerance to this biocide.

INTRODUCAO

Os compostos de aménio quaternério (QAC) sdo
largamente utilizados como antisépticos e desinfe-
tantes devido a sua agdo surfactante e a baixa
toxicidade, aliado ao seu poder microbiocida. Esses
compostos sdo considerados antimicrobianos de pe-
gueno espectro de a¢do, por agirem sobre bactérias
ndo esporuladas, fungos e virus com envoltério
lipidico, inativando-os, ndo sendo, porém, capazes
de inativar esporos bacterianos, micobactérias e vi-
rus sem envoltorio.’

A atividade antimicrobiana dos QA C foi descober-
tapor Domagk em 1935. A partir de ent&o, essescom-
postos passaram ater grande importancia comercial,
sendo sintetizados inimeros derivados, com
toxicidade e espectro de agéo diversos.®

Dentre os QAC, comumente utilizados como
antisépticos e desinfetantes, estdo os sais de
monoal quil trimetil amdnio, monoalquil dimetil benzil
amodnio (cloreto de benzalcdnio — BAC) e 0 ambnio
heteroaromatico, entre outros.

Os produtos a base de QA C séo largamente utiliza-
dos em indUstrias de alimentos e domicilios por se-
rem eficientes como desinfetantes de uso geral, com
baixatoxicidade, além de ndo serem corrosivose apre-
sentarem acdo surfactante.

Apesar de ndo se conhecer detalhadamente 0 me-
canismo de agdo dos QA Cs sobreacéulamicrobiana,
€ amplamente aceito que atuem sobre membranas, ten-
do como alvo predominante a membrana citoplas-
mética, causando perdaestrutural na suaorganizagdo
e integridade, junto a outros efeitos danosos para a
célula microbiana, como o extravasamento dos com-
ponentes celulares devido ao rompimento da mem-
brana, a ém de desnaturagdo de proteinas e enzimas.®

Entretanto, entre os QAC, particularmente os pro-
dutos a base de BAC tém apresentado problemas
de contaminacéo por bactérias Gram-negativas,
sendo citados isolamentos de Burkholderia cepacia,
Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, P.
aeruginosa e Alcaligenes xyl osoxidans de desinfe-
tantes de uso hospitalar.1®'213 No Brasil, ha relato
de isolamento de Enterobacter spp de desinfetante
de uso domiciliar.** Esses organismos sao conside-
rados patégenos oportunistas, podendo ser respon-
séveis por infeccBes hospitalares.

A menor suscetibilidade das bactérias Gram-ne-
gativas a esses compostos, em comparagdo as
Gram-positivas, esta relacionada a presenca da
membrana externa, de natureza lipoprotéica, que
age como uma barreira, limitando a entrada de
muitos tipos de agentes antibacterianos quimica-
mente ndo relacionados.

Entretanto, algumas bactérias Gram-negativastém
mostrado alto nivel de resisténcia a muitos antisép-
ticos e desinfetantes, como P. aeruginosa, B. cepacia,
e Proteus spp,” havendo ainda relatos de sobrevi-
vénciade S. marcescens em clorexidina,® P. aerugi-
nosa? e P. cepacia! em solugdes a base de iodo.

A maior resisténcia dessas bactérias parece estar
relacionada a uma adaptacao fisiol 6gica em respos-
ta & mudanga no ambiente,” principal mente com al-
teragdes na membrana externa das células. Em P.
aeruginosa, observou-se que ha uma diferenca na
composi¢ao do lipopolissacarideo (L PS) e aumento
no contetido do ion Mg*, que fortalece as ligactes
entre os LPS. Além disso, a presenca de porinas de
baixa eficiénciaimpede adifusdo de molécul as para
o interior dacélula. Em B. cepacia, o alto contelido
de arabinose ligado ao fosfato no seu LPS parece
diminuir a afinidade da membrana externa as mol é-
culas cationicas.”
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Assim, o presente trabal ho tem como objetivo ava-
liar alguns desinfetantes de uso domiciliar comer-
cializados quanto a presenga de contaminantes,
quantificando e identificando-os, além de conhecer
o nivel deresisténcia dessas bactérias ao BAC. Pro-
curou-se ainda avaliar esses desinfetantes contami-
nados quanto a sua atividade bioldgica.

METODOS

A amostra constituiu-se de 52 desinfetantes de uso
domiciliar adquiridos aleatoriamente no comércio da
regido metropolitana de S&o Paulo, SP, no periodo de
1997 a 1998.

Deter minacgéo da presenca de bactérias nos
desinfetantes

Para o isolamento e identificacdo de bactérias fo-
ram utilizados: agar tripticase soy — TS (Oxoid); &gar
Mc Conkey (Oxoid); agar cetrimide (Oxoid); &gar
Salmonella-Shigella (Oxoid); &gar triple sugar iron —
TSI (Difco); tiras para prova de oxidase (NewProv).

As amostras dos desinfetantes foram semeadas
por estria nos quatro meios de cultura e incubadas
a 37°C por 24h a48h. Em caso de aparecimento de
colbnias, essas foram isoladas para os seguintes
testes: coloracéo de Gram, teste de oxidase e for-
mas de utilizag8o de carboidratos em égar TSI. O
isolamento e asidentificagdes foram realizados em
amostras com bactérias viaveis na ocasido da pri-
meira contagem.

A contagem das bactérias presentes nos desinfe-
tantes foi realizada utilizando-se 1 ml das amos-
tras e plagueando, pelo método de pour plate das
suas diluicdes decimais, em duplicatas. As placas
foram incubadas a 37°C por 24h a 48h. Realiza-
ram-se duas contagens, na mesma amostra, hum
intervalo de um ano.

Avaliacao da €eficiéncia dos desinfetantes

Foram utilizados cilindros carreadores de aco inox
tipo 304. Os microrganismos-teste foram:
Saphylococcus aureus ATCC 6538; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442; Salmonella choleraesuis
ATCC 10708.

As amostras foram analisadas conforme o método
da dilui¢go com carreadores, adotado pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS),* simplificado.* Esse método consiste no
uso de dez cilindros carreadores subcultivados em
conjunto, apés contato com o desinfetante. Para a
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andlise dos desinfetantes contaminados, as amostras
foram previamente filtradas em filtro Millipore, com
porosidade de 0,22 mm.

Deter minagéo da concentracdo inibitéria minima
ao QAC

Foi utilizado cloreto de benzalcdnio Empigen BAC
80 (Albright & Wilson).

Foram testadas as bactérias isoladas dos desinfe-
tantes, além de duas padréo (Escherichia coli e
Saphylococcusaureus). Asbactériasisoladasdos de-
sinfetantes foram conservadas em caldo nutriente e
glicerol (1:1) e congeladas a -70°C, sendo mantidas
sem contato com QAC. Para determinacdo da con-
centragdo inibitériaminima(CIM), foi utilizado o mé-
todo da macrodilui¢do em caldo.’®

RESULTADOS

Determinagdo da presenca de bactérias nos
desinfetantes

Cinguienta e duas amostras de desinfetantes de
uso domiciliar, todas dentro do prazo de validade
indicado pel os fabricantes, foram analisadas quan-
to a presenca de bactérias contaminantes. Consta-
tou-se a presenca de bactérias em dezesseis produ-
tos (30,77%) provenientes de seis fabricantes.

Isolamento e identificacdo. Natriagem das bactérias
isoladas, constatou-se que todas eram bacilos Gram-ne-
gativos, ndo fermentadoras e oxidase-positivas. Apenas
uma amostra acusou a presenca de bactérias oxidase-
negativas, fermentadoras deglicose elactose-negativas,
0 que permitiu a divisio das bactériasisoladas em dois
grupos: (1) Gram-negativas, oxidase-negativas,
fermentadoras de glicose elactose-negativas; (2) Gram-
negativas, oxidase-positivas e ndo fermentadoras. As
bactérias isoladas foram identificadas como pertencen-
tes a trés espécies, Alcaligenes xylosoxidans,
Burkholderia cepacia e Serratia marcescens, associa
das em uma mesma amostra ou isoladas (Tabela 1).

Contagem. O nimero de bactérias viaveis variou
entre 10* e 10° UFC/ml nas duas contagens realiza-
das, e ndo foram constatados indicios de crescimento
desses microrganismos nos desinfetantes analisados
(Tabela2). Asamostras 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13,15 e
16 ndo apresentaram alteracbes significativas nasduas
contagens, e as amostras 2 e 11 tiveram reducgéo de
um log. As bactérias detectadas nasamostras 1, 4 e 5
N3o permaneceram viaveis até a ocasido da primeira
contagem, e na amostra 14 perderam viabilidade até
a ocasi 8o da segunda contagem.
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Tabela 1 - Identificacdo das bactérias isoladas dos
desinfetantes contaminados. S&o Paulo, SP.

Amostra Bactérias isoladas
Identificacéo Conf.(%)

2 Alcaligenes xylosoxidans 92

Burkholderia cepacia 99

3 Alcaligenes xylosoxidans 95

Burkholderia cepacia 99

6 Burkholderia cepacia 99

7 Burkholderia cepacia 99

8 Burkholderia cepacia 99

Alcaligenes xylosoxidans (PB)

9 Alcaligenes xylosoxidans 45

Burkholderia cepacia 99

10 Alcaligenes xylosoxidans 99

Burkholderia cepacia 99

11 Burkholderia cepacia 99

Alcaligenes xylosoxidans (PB)

12 Burkholderia cepacia 99

13 Alcaligenes xylosoxidans 99

Burkholderia cepacia 60

14 Burkholderia cepacia 99
15 Na&o identificada

16 Serratia marcescens 97/84

Alcaligenes xylosoxidans (PB)

Conf.: percentual de confiabilidade da identificacdo
(PB): provavel identificagéo de acordo com as provas bioqui-
micas

Tabela 2 — Contagem total (UFC/mL) de bactérias presentes
nos desinfetantes contaminados. Sdo Paulo, SP.

Amostra Contagem total (UFC/mL)?
Bactérias 12 22 Fabricante
viaveis contagem contagem
1 + s/ cresc.? s/ cresc.? a
2 + 2,5x 10° 6,1 x 10* b
3 + 1,6 x 108 2,7 x 10° b
4 + s/ cresc.? s/ cresc.? a
5 + s/ cresc.? s/ cresc.? a
6 + 7,5 x 10* 2,3x 10 b
7 + 8,9 x 10* 5,9 x 10* b
8 + 1,0 x 10¢ 1,5x10° b
9 + 8,8 x 10° 51x 10° c
10 + 6,3 x 10° 2,6 x 10° c
11 + 1,6 x 10° 3,4 x 10* c
12 + 2,9 x10° 6,5 x 10° d
13 + 5,4 x 10° 7,5x10° b
14 + 6,4 x 10° s/ cresc.? e
15 + 3,9x10° 4,6 x 10° f
16 + 1,8 x 10° 8,2 x 10° [

a: as contagens foram realizadas em intervalos de um ano
b: ndo detectado presenca de bactérias viaveis ap6s periodo
de um ano

Avaliacédo da eficiéncia dos desinfetantes

Conforme a Portaria N° 15 de 23/08/1988 do Mi-
nistério da Salide, os desinfetantes de uso domiciliar
devem ser avaliados quanto asuaagao antimicrobiana,
utilizando-se como padr@o o Staphylococcus aureus
e a Salmonella choleraesuis. No presente estudo, foi
incluido também a Pseudomonas aeruginosa, reco-
mendada na avaliagcdo de desinfetantes hospitalares
para superficies fixas.*

Desinfetantes ndo contaminados. Foram anaisadas
33 amogtras de desinfetantes ndo contaminados quanto
a sua eficiéncia para uso domiciliar. Quatorze desinfe-
tantes (42,42%) foram eficientes e dezenove (57,58%)
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néo foram capazes de inativar as bactérias-teste.

Dos desinfetantes eficientes para uso domiciliar, 9
amostrasinativaram as 3 bactérias-padréo, e 5 foram
eficazes contra Saphylococcus aureus e Salmonella
choleraesuis. Em relagdo aos desinfetantes que fo-
ram classificados como ineficazes para uso domicili-
ar, 3inativaram apenas S. aureus, 5 agiram somente
contra S. chloleraesuis, 8 foram eficazes contra P.
aeruginosa e S. chloleraesuis, e 3 ndo tiveram agéo
sobre nenhum dos padrées.

Desinfetantes contaminados. Dentre os desinfetan-
tes contaminados, foram analisados 11 produtos quan-
to a sua eficiéncia apds descontaminagéo por filtra-
¢ao. Seis (54,5%) foram capazes de inativar P.
aeruginosa, S. choleraesuis e S. aureus ou os dois
Ultimos. Assim, apesar de permitirem a viabilidade
de algunstipos de bactérias, os desinfetantes analisa-
dos apds descontaminagdo foram eficientes contra
microrganismos-padréo, indicando que o biocidaain-
dacontinuavaativo. Asdemais (45,5%) foram consi-
deradas ineficazes por permitirem o crescimento de
S. choleraesuis ou S. choleraesuis e P. aeruginosa.

Determinagao da concentracdo inibitoria minima
ao QAC. AsCIM (nmg/mL) do cloreto de benzal conio
foram 2,48, 1,23 e 0,30, para S. marcescens, A.
xylosoxidans e B. cepacia, respectivamente. Esses
valores foram dezenas de vezes maiores em relacdo
aos encontrados para as bactérias utilizadas como re-
feréncia: 0,0196 paraE. coli €<0,0011 paraS. aureus.

DISCUSSAO

As bactérias isoladas j& sdo conhecidas naliteratu-
racomo contaminantes em anti sépticos e desinfetan-
tes a base de compostos de amdni os quaternarios, em
gue sdo citadas também outras espécies do género
Pseudomonas por outros autores'®2* com contagens
nafaixa de 10? e 10’ UFC/mI, %1214 mas sem evidén-
cias de metabolizac8o desses compostos.>*

As CIM do cloreto de benzalconio para as bactérias
isoladas dos desinfetantes estavam bem abaixo das
concentragBes do principio ativo presente NoSMesmMos,
indicando perda de tolerancia ao biocida apos cultivo
em meios de cultura sem o principio ativo.

Apesar de ndo se conhecer 0 mecanismo exato de
resi sténcia dessas bactérias aos compostos de ambnio
quaternario, supde-se que ocorre uma regulacdo me-
tabdlicainduzidapelapresencado biocida, principal-
mente na membrana externa das células, ou sgja, na
camadalipopolissacaridica. Em Enterobacter cloacae
tolerante ao cloreto detetradecil dimetilbenzil aménio,
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foi observado alto contelido lipidico, crescimento de
bactérias com cépsulas grandes e col 6nias viscosas.™
Para P. aeruginosa adaptada em brometo de
didecildimetil aménio, foi observado aumento nos
acidos graxos hidroxilados, sugerindo modificagdes
também no lipideo A, limitando a penetragdo do
biocida pela membrana externa e mantendo afluidez
da membrana para a sobrevivéncia e crescimento da
célula em presenca do biocida® Em B. cepacia, néo
foram verificadas alteragdes nas caracteristicas
nutricionais ou bioquimicas entre isolado clinico, re-
sistente a0,05% de cloreto de benzalcnio e com re-
sisténcia induzida a 16% do biocida, observando-se
apenas reducdo da viruléncia entre os trés grupos.®

As ateragdes na camada lipopolissacaridicaforam
observadas também em relacdo as bactérias resisten-
tes a outros antimicrobianos. Em S marcescens re-
sistente a clorexidina, foi constatada a presenca de
material polissacaridico formando matriz fibrosaque
protegeria a célula bacteriana.® Esse material
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extracelular foi observado também em P. cepacial e
P. aeruginosa? resistentes a solugdes a base de iodo.

Esses organismos adaptados tém suscetibilidade
reduzida a compostos relacionados, como o cloreto
de benzalcbnio e clorexidina. Porém, sdo mais sensi-
Veisaoutros compostos como o cloro e os compostos
fendlicos, cujos modos de acdo sdo completamente
diferentes dos compostos de ambnio quaternério.>®

Seis amostras, apesar de contaminadas, foram efi-
cientes quando avaliadas utilizando-se bactérias-pa-
drdo para desinfetantes de uso domiciliar.
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