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RESUMO

A inddstria de produtos quimicos € um campo de atuacao pouco explorado e, portanto, a
aplicabilidade desses produtos tem exigido a realizacdo de pesquisas que avaliam o seu
uso, de maneira a viabilizar a seguranca em termos de atividade antimicrobiana dos
desinfetantes, condicionantes da eficacia na acdo. Deste modo, o presente estudo teve
como objetivo verificar a eficacia dos desinfetantes produzidos e/ou vendidos em S&o
Luis - MA avaliando a acdo antimicrobiana sobre as linhagens bacterianas padréo
verificando a sensibilidade das bactérias avaliadas comparando a acdo dos desinfetantes.
A pesquisa foi realizada com desinfetantes adquiridos por fabricantes caseiros distintos e
um desinfetante comercial. Foram preparadas cinco bactérias a serem testadas. A
atividade antibacteriana foi investigada atraves dos ensaios de microdiluigdo em caldo
BHI e pela técnica de difusdo em Agar Miieller Hinton. Os testes foram realizados sempre
em duplicata, com periodo de incubag&o de 24h a 37°C. Dentre os desinfetantes avaliados,
o D-5 apresentou melhor efeito bactericida. Enquanto que D-2 e D-4 foram evidenciados
ineficazes na presenga das linhagens bacterianas. A finalidade deste estudo teve o intuito
de ampliar os conhecimentos a respeito da necessidade de um sistema de controle de
qualidade microbioldgico.

Palavras-chave: Bactérias. Avaliagdo. Diluicdo. Eficécia.

ABSTRACT

The chemical industry is a field of operation underexplored and, therefore, the
applicability of these products has required the carrying out of researches that evaluate its
use, in order to make possible the safety in terms of the antimicrobial activity of the
disinfectants, conditioners of the efficacy in the action. Thus, the present study aimed to
verify the efficacy of disinfectants produced and / or sold in Séo Luis - MA. Evaluating
the antimicrobial action on the standard bacterial lineages, verifying the sensitivity of the
evaluated bacteria, comparing the action of the disinfectants. The research was performed
with disinfectants purchased by distinguished home makers and a commercial
disinfectants. Five bacteria to be tested were prepared. The antibacterial activity was
investigated through the microdilution assays in BHI broth and by the diffusion technique
in Mller Hinton Agar. The tests were always performed in duplicate, with an incubation
period of 24h at 37°C. Among the disinfectants evaluated, the D-5 showed a better
bactericidal effect. While D-2 and D-4 were shown to be ineffective in the presence of
bacterial strains. The purpose of this study was to broaden the knowledge about the need
for a microbiological quality control system.

Keywords: Bacteria. Evaluation. Dilution. Efficacy.
1 INTRODUCAO

Desinfetantes tém na sua composi¢do substancias microbicidas, eliminando todos

0S microrganismos ou objetos inanimados patoldgicos. Utilizados como agente,
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normalmente quimico tem grande importancia devido as suas propriedades bactericidas,
virucidas e fungicidas que causam a inativagdo de microrganismos na forma vegetativa,
mas ndo necessariamente as formas esporuladas de microrganismos patogénicos. Com
largo espectro de atividade antimicrobiana podendo ser utilizados em varios locais,
incluindo a industria de processamento de alimentos, bebidas, farmacéutica, médico-
hospitalar e o préprio ambiente domiciliar. (DOS REIS et al., 2011; DE MEIRELLES
KALIL & DA COSTA, 1994).

Empregados no controle de microrganismos em superficies de processamento na
industria, tem como produtos quimicos o hipoclorito de sodio, cloraminas organicas,
dioxido de cloro, ioddforos, compostos de aménia quaternaria, acido peracético,
peroxido de hidrogénio, alcool-clorexidina, formaldeido, etc. (ESPER, 2010). Para
atuarem de forma eficaz, os desinfetantes precisam ser usados corretamente, no que se
refere a concentracdo ideal, tempo para sua acao e durabilidade do produto. E devem ser
usados com cuidado pelos consumidores, pois de acordo com em formacédo do Sistema
Nacional de Informagbes Toxico-Farmacoldgicos (Sinitox), a intoxicagdo por
desinfetantes é historicamente a terceira causa mais comum de danos & saude dos
consumidores, atras apenas de medicamentos e animais peconhentos (INMETRO, 2008).

Devido a grande variedade de produtos disponiveis para venda, a RDC n° 210
(BRASIL, 2003) sugere uma politica de rodizio dos produtos desinfetantes considerando
a capacidade que os microrganismos tém de se tornarem resistentes a estes (DAHER et
al., 2012).

Considerando que a industria de produtos quimicos é um campo de atuacdo pouco
explorado e em razdo de haver poucos estudos que abrangem os riscos e beneficios do
uso de desinfetantes, associado ao fato de desenvolvimento crescente de resisténcia
bacteriana a estes produtos quimicos, torna-se imperativo estudos que intensifiqguem o
conhecimento sobre as principais caracteristicas, condicionantes da eficacia na acéo e
formas corretas de aplicacdo dos desinfetantes de uso geral em ambiente doméstico (DE
OLIVEIRA et at., 2017).

Devem ser utilizados desinfetantes que, além de eficazes, sejam também seguros
do ponto de vista toxicolOgico, para evitar riscos de contaminag¢do como Staphylococcus
aureus, bactéria que faz parte da microbiota humana, na qual é encontrada nas fossas
nasais e na pele de seres humanos saudaveis, entretanto, havendo um desequilibrio no
ambiente onde é encontrada pode trazer maleficios a salide da pessoa, € uma das maiores

causadoras de infeccGes humanas e Salmonella spp. que sdo patogénicos comuns ao
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ambiente domiciliar (ADAMI & DUTRA,2011; PEREIRA, 2016). Assim, a
aplicabilidade desses produtos tem exigido a realizacédo de pesquisas que avaliam o seu
uso, de maneira a viabilizar a seguranga em termos de atividade antimicrobiana, com
isencao de irritabilidade dos tecidos (UTYAMA, 2006).

E relevante ter o conhecimento do produto comprado para saber se este, além de
oferecer um bom aroma, cumpre com seu objetivo tendo efeito antibacteriano frente aos
microrganismos, pois sabe-se que é de suma importancia ter uma boa higienizacdo no
ambiente, principalmente em locais que ha pessoas debilitadas por qualquer tipo de
enfermidade, servindo tanto para melhorar as condi¢cbes do local e prevenir a
contaminacéo de outras pessoas (VARGAS & GONZALES, 2010).

Vérias caracteristicas devem ser consideradas nesta selecdo: amplo espectro de
acao antimicrobiana; inativar rapidamente 0s microrganismos; nao ser corrosivo para
metais; ndo danificar artigos ou acessorios de borracha, plasticos ou equipamento 6tico;
sofrer pouca interferéncia de matéria organica; nao ser irritante para a pele e mucosas;
possuir baixa toxicidade; tolerar pequenas variacOes de temperatura e de pH; ter agéo
residual sobre superficies quando aplicado no ambiente; manter sua atividade mesmo
sofrendo pequenas dilui¢cbes; ser um bom agente umectante; ser de facil uso; ser inodoro,
ou ter odor agradavel; ter baixo custo; ser compativel com sabdes e detergentes; ser
estavel quando concentrado ou diluido. Entretanto, ndo existe um desinfetante quimico
que atenda a todas as especificagdes e necessidades encontradas, sendo preciso conhecer
as caracteristicas de cada um para se ter subsidios suficientes na escolha correta do
produto, evitando custos excessivos e uso inadequado (TEIXEIRA, DAHER, DE
OLIVEIRA, 2012).

Para uma plena atividade do desinfetante, além do tempo de contato nas
superficies a serem higienizadas, faz-se necessario através de acompanhamentos
laboratoriais, o controle da concentra¢do do mesmo, garantindo assim sua efetividade na
aplicacdo (NASCIMENTO, DELGADO & BARBARIC, 2010).

Como consequéncia do uso irregular, cresce o numero de microrganismos
resistentes a estes produtos, com isso surge um desafio em todo 0 mundo no que tange
ao controle destes (REIS et al., 2010).

E importante enfatizar que o uso indiscriminado de qualquer produto
antimicrobiano pode gerar uma constante pressdo seletiva sobre os microrganismos,
garantindo a sobrevivéncia e expansdo de bactérias resistentes tornando-se um desafio e

um problema de saude publica. Uma consequéncia desta diversificacdo sdo os fortes
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indicios de que concentracGes subinibitorias de antimicrobianos além de serem fonte de
pressdo seletiva, podem interferir sob diversos aspectos no metabolismo microbiano,
alterando, inclusive, seu potencial agressor e lIhes conferindo resisténcia a determinadas
drogas. Este problema tornou-se evidente em instituicdes de saude, sendo agravado ao
se identificar um aumento da resisténcia de microrganismo na comunidade (COSTA &
CARVALHO, 2015; FIORENTINO, 2009; NOLL, 2011; FERNANDES et al., 2012).
Desta forma, este trabalho visou verificar a eficacia dos desinfetantes em Séo Luis
-MA avaliando, “in vitro”, a agdo antimicrobiana sobre os microrganismos obtidos nas
amostragens, particularmente aqueles associados as infec¢cdes humanas e pertencente a
microbiota normal humana. Determinando Concentragdo Minima Inibitéria (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM); comparando a acdo dos desinfetantes e

verificando a sensibilidade das bactérias avaliadas.

2 METODOLOGIA
2.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

Tratou-se de um estudo quantitativo exploratério de carater experimental, no qual
as andlises dos testes foram realizadas no Laboratério de Microbiologia da Faculdade
Estécio de S&o Luis - MA.

2.2 PRODUTOS AVALIADOS

Figura 1. Desinfetantes

Fone: elaborad pelo ator (2018).

Para a realizacdo do experimento foram utilizados quatro tipos de desinfetantes
caseiros, adquiridos por diferentes fabricantes, em Sdo Luis - MA, e desinfetante

comercial.
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Na Tabela 1 apresenta a composicdo dos desinfetantes avaliados. Neste estudo,
foi possivel identificar desinfetantes com diferentes compostos. Essa variagdo de
compostos ocorreu devido aos fabricantes de diferentes bairros em S&o Luis — MA.

Tabela 1. Composicao dos desinfetantes.

DESINFETANTES D-1 D-2 D-3 D-4 PINHO S0L (D-5)
Agua Agua Agua
Anilina (cor Anilina (core  Anilina (core
COMPOSICAO Brancol e esséncia) esséncia) esséncia) Cloreto De

Esséneiz  Detergente Detergente Detergente  Dedicildimetilamonio
Bicarbonate  Bicarbonato Bicarbonato
De Sadio De Sodio De Badic
Fonte: elaborada pelo autor (2018).

2.3 LINHAGENS BACTERIANAS PADRAO

Dentre as bactérias gram negativas escolhidas para o teste da eficcia dos
sanitizantes, destacam-se Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883®), Escherichia coli
(ATCC 25922®), Salmonella typhimurium (ATCC 14028®), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853®), causadoras de doencas infectantes a0 homem e aos animais. Do grupo
das gram positivas, destaca-se a Staphylococcus aureus (ATCC 25923®) sendo uma
bactéria que faz parte da microbiota humana, na qual é encontrada nas fossas nasais e na
pele de seres humanos saudaveis, entretanto, havendo um desequilibrio no ambiente onde
é encontrada, pode trazer maleficios a salide da pessoa, é uma das maiores causadoras de

infec¢Bes humanas.

2.4 PREPARO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

Pode-se preparar o in6culo fazendo uma suspensao direta, em solucéo salina, de
colonias isoladas contendo aproximadamente 102 UFC (Unidade Formadora de
Colbnia/mL) A suspensdo € ajustada para que sua turbidez coincida com a da solucéo
padrdo McFarland de 0,5 (CLSI M7 - A6, 2003).

2.5 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANO (TSA)

A técnica de Agar Difusdo conforme a NCCLS M2-A8 (2003), foi aplicada
utilizando placas de Petri de 50 mL contendo o meio de cultura Agar Muller Hinton, o
experimento foi feito em duplicata. Em condicGes ideais, mergulha-se um swab de
algoddo estéril na suspensao, apos ajustar a turbidez da suspenséo de in6culo. A superficie

seca da placa de agar Mieller Hinton ¢ inoculada esfregando o swab em toda a superficie
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estéril do agar a perfuracéo de pocos, logo apés adicionou-se individualmente 50ul dos
produtos avaliados em cada pogo e 50 pl de cloranfenicol 0,5% e salina estéril, usados
como controle positivo e negativo, respectivamente. As placas foram incubadas por 24
horas a 37°C apds esse periodo, os halos formados foram medidos com auxilio de uma
régua onde verificou-se trés dimensdes diametralmente opostas, obtendo assim uma
média em milimetros, para evidenciar o padrdo de sensibilidade das cepas bacterianas
frente aos produtos analisados.

2.6 TECNICA EM MICRODILUICAO EM CALDO

Foi realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo conforme descrito NCCLS
M7 - A9 (2012), microplacas de 96 pocos, foram adicionados 100 ul de caldo BHI (Brain
Heart Infusion), e ap6s homogeneizacdo com 100 pl de cada produto avaliado
(separadamente), foram realizadas dilui¢Ges seriadas. Posteriormente, adicionou-se 10 pl
de suspensdo bacteriana e incubados nas mesmas condicdes descritas anteriormente. A
CIM foi a menor concentragdo de agente antimicrobiano onde n&o houve crescimento
bacteriano visivel apds a adi¢do do revelador de crescimento microbiano, CTT (cloreto
de 2,3,5-trifenil-tetrazolium). Utilizou-se 100 ul de cloranfenicol 0,02 mg/mL e salina

estéril, como controle positivo e negativo, respectivamente.

2.7 CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA

Os pogos que nao apresentaram crescimento microbiano apos a adicdo do CTT,
foram utilizados para determinacdo da CBM (PHILLIPS, 1991). Com uma alca de
inoculagdo estéril de 10 pl foi semeado em placas com Agar Nutriente e posteriormente
incubados a 37° C por 24h. A CBM foi a menor concentragdo do produto quimico onde

nao houve crescimento bacteriano visivel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O reconhecimento do perfil de sensibilidade microbiana é fundamental para
avaliar a ocorréncia das linhagens bacterianas padrdo. A atividade dos desinfetantes foi
avaliada a partir do crescimento de halos de inibicdo em milimetros através da técnica de
difusdo em agar. Observou-se que, de todas as amostras testadas (n = 5), D-1 e D-5
apresentaram atividade significativa para a maioria das bactérias, salvo P. aeroginosa que
conseguiu sobressair todos os desinfetantes, deste modo ndo houve a formacéo de halos.

Os resultados satisfatorios quando comparados ao controle positivo, apresentaram halos
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de inibicdo que variam entre 10 mm a 21mm, sendo estes valores significativos para a

analise.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos desinfetantes detectada através do teste de difusdo em agar (mm).

BACTERIAS D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 C+
E. coli 14,6 mm - - - 21 mm 22 mm
S, aureus 13,3 mm - - - 11 mm 27 mm
K. pneumonine 11 mm - - - 14 mm 24 mm
P. aeruginosa - - - - - 20 mm
5. typhimurium 17,3 mm - - - 20 mm 20 mm

Fonte: elaborada pelo autor (2018).

Segundo Santos et al. (2017) apresentou em seu estudo resultados satisfatorios dos
desinfetantes frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923®), resultado esse que difere
ao presente estudo no qual foi observado halos de inibicdo em apenas dois desinfetantes
(D-1/ D-5).

Tabela 2. Concentracao inibitéria minima (CIM) in vitro e Concentracdo bacteriana minima (CBM) dos
desinfetantes.

- D D2 D3 D-4 D5
BACIERIAS  ony cBM €M CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM  ©F
E coli 312% 3,12%  * # 6,25% * 3,12% # 3,12% - 3.12%
5. agursus 3,12% 6.23% * # 12.30% * * # 312%  50% 3.12%
K prewmonice  312% 312%  * # 12.30% * * # 312%  12.30% 3,12%
P aerugincsa 23% 23% * # 25% * * # 12,530% 253%  3.12%
5. typhimurivm 3,12% 312%  * # §,23% * * # 312% 23%  3,12%
*: presenca de crescimento bacteriana. Fonte: elaborada pelo autor (2018).

Os dados obtidos nas diluicBes dos desinfetantes revelaram concentracGes
inibitéria e bactericidas discrepantes. Referente ao composto cloreto de
didecildimetilaménio (Pinho Sol®) diante do estudo demonstrou sua eficacia bactericida
e bacteriostatica, exceto para E. coli, tendo em visto somente atividade bacteriostatica.
Para S. aureus apresentou na sua concentragdo poder bactericida de 50%, conforme a
indicacdo pré-estabelecida pelo fabricante. Ao passo que as bactérias K. pneumoniae, P.
aeruginosa e S. typhimurium viabilizam uma diluicdo menor mantendo sua atividade
bactericida.

De acordo com Costa, este obteve eficacia de efeito inibitorio de 3,12%, com base
nos resultados alcancados para as bactérias E. coli, S. typhimurium, S. aureus e quando

testado o Pinho Sol no presente estudo determinou 0os mesmos achados, porém quando

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.9, p. 87016-87032 sep. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

87024

comparado o efeito bactericida houve discrepancias para E. coli no qual teve crescimento
bacteriano na subcultura, e tratando-se de S. aureus a concentracdo bactericida minima
foi a metade, no entanto com a bactérias S. typhimurium a dilui¢éo foi de 25%.

O desinfetante D-1 neste estudo mostrou eficacia bactericida e inibitdria em sua
concentracdo minima (3,12%) diante da E. coli, K. pneumoniae, S. typhimurium. E as
demais bactérias S. aureus e P. aeruginosa necessitaram de concentragdes maiores para
obter seu efeito bactericida. Os desinfetantes D-2 e D-4 ndo demonstraram resultados
significativos, com excecao para a bactéria E. coli no D-4 em que sua diluigéo foi de 1:32.
Sendo a D-3 somente bacteriostatico.

Figura 2. Concentracio inibiténa minima D-1 e D-3, respectivamente.

Fonte: elaborada pelo autor (2018).

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados, podemos notar que no mercado de
desinfetantes disponiveis para uso geral de consumo tornam-se imprescindivel estar
vigente nas legislagdes, pois das 5 amostras avaliadas, somente 2 sdo ndo conformes.

Dos produtos testados foram identificadas desinfetantes com auséncia em
rotulagem, o que contraria o codigo de Protecdo e Defesa do Consumidor e ANVISA,
dificultando a fiscalizacdo destes no mercado. Uma vez que a falta de orientacdo nas
embalagens, principalmente para prevenir e atuar no caso de acidentes, podendo colocar
em riscos a saude dos consumidores.

A finalidade deste estudo teve o intuito de ampliar os conhecimentos a respeito da
necessidade de um sistema de controle de qualidade microbiol6gico, para que haja uma
padronizacdo adequada na fabricacdo dos desinfetantes de modo geral. E que necessita
de constantes testes para determinar o fator de diluicdo adequado para desinfetantes em

funcéo da primazia do produto de escolha sejam eficazes. E importante ressaltar que as
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ndo conformidades encontradas nesta pesquisa sdo prejudiciais aos consumidores, pois
nem todos os produtos apresentam eficacia na eliminacdo das bactérias, favorecendo
assim o surgimento ou agravamento de doencas causadas pela falta de desinfecéo do

ambiente.
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APENDICE A - MICRODILUICAO (D-2)

APENDICE B — MICRODILUICAO (D-3)

APENDICE C — MICRODILUICAO (D-4)
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APENDICE D - CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA

APENDICE E — TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANO

Figura 1. E.coli (ATCC 25922®)
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APENDICE F- TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANO

Figura 2. S.aureus (ATCC 25923®)

APENDICE G - Teste de sensibilidade antimicrobiano

Figura 3. K. pneumoniae (ATCC 13883®)
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ANEXO - RDC 210°

17.9 Sanitizacdo

17.9.1 A sanitizacdo das areas limpas constitui um aspecto particularmente importante. Essas
areas devem ser limpas e sanitizadas freglentemente de acordo com um programa especifico
aprovado pela Garantia da Qualidade. Quando forem utilizados desinfetantes, deve ser empregado
mais de um tipo, realizando trocas freqlientes. Periodicamente deve ser feito o monitoramento dos
desinfetantes usados, de forma a comprovar que ndo estd havendo desenvolvimento de
microrganismos resistentes. Tendo em vista, a limitada eficacia da radiacdo ultravioleta esta nao
deve ser utilizada como substituto nas operacées de desinfe¢ao quimicas.

17.9.2 Os desinfetantes e os detergentes devem ser monitorados para detectar possivel
contaminacdo microbiana; as diluicbes devem ser mantidas em recipientes previamente limpos e
nao devem ser guardadas por longos periodos de tempo, a menos que sejam esterilizadas. Os
recipientes parcialmente esvaziados nao devem ser completados.

17.9.3 A fumigac@o das areas limpas pode ser Util para reduzir a contaminagdo microbiana em
locais inacessiveis.

17.9.4 As condicdes das areas limpas devem ser monitoradas a intervalos pré-estabelecidos
durante as operagbes de producdo, através de contagem de particulas viaveis no ar e nas
superficies (microbiologico). Quando forem desenvolvidas operacgbes assépticas, o monitoramento
deve ser realizado com maior freqiéncia de modo a assegurar que o ambiente esteja dentro das
especificacdes.

17.9.5 Os resultados do monitoramento devem ser levados em consideragdo no momento em que
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