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RESUMO

OKAZAKI, M. M., KUAYE, A Y. ADAPTAGAO DO METODO DE SUSPENSACQ
PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DE DESINFETANTES
A BASE DE CLORETO DE BENZALCONIO EM CONCENTRACOES ACIMA DE
200 mg/L. Campinas: FEA, UNICAMP, 2003. Tese (Mestrado) Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, 2003.

Desinfetantes com agado bactericida podem ser avaliados através de varios
meétodos. No Brasil, sdo considerados como oficiais para a determinagido da
eficacia bactericida desses produtos, o métedo de diluigdo de uso e o método de
suspensac da Association of Official Analytical Chemists (AOAC). Embora o
método de suspensdo (AOAC 960.09) apresente algumas vantagens sobre o
método de diluicdo de uso (Use Dilution Method AOAC 955.14 e 955.15), quanto
ao custo e simplicidade, sua aplicacao ainda é limitada a testes com compostos de
amoénio quaternario em concentracbes de até 200 mg/L. No Brasil, as
concentragbes recomendadas pelos fabricantes de desinfetantes a base de
compostos de amdnio quaternario variam de 200 a 10.000 mg/L, o que inviabiliza
a utilizacdo do método de suspensdo para a avaliagdo da eficacia bactericida
desses produtos. Para tanto, & necessaria uma padronizacdo para concentractes
acima de 200 mg/L, permitindo sua adoc&o pelos laboratorios de controle de
qualidade de desinfetantes, no monitoramento da qualidade dos produtos
colocados no mercado ou durante ¢ processo de fabricacdo. Os objetivos deste
trabalho foram a) adequar o método de suspensdo da AOAC para analise da
eficacia bactericida de desinfetantes a base de cloreto de benzaiconio, em
concentragdes acima de 200 mg/l. e b) realizar uma avaliacdo comparativa entre o
metodo de suspensdo modificade e o método de diluicdo de uso da AOAC, na
determinacéo da eficacia bactericida de diversos desinfetantes a base de cloreto
de benzalcdnio contra Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 e Escherichia coli ATCC 11229. O método de



suspensao foi modificado pela substituicao da etapa de neutralizag&o quimica pela
intfroducéo de uma etapa de neutralizacgao fisica, ou seja, filtragdo com membrana
(0.45 um) seguida de lavagem das céiulas com tampao fosfato. Os resuitados dos
testes confirmaram a eficiéncia do procedimento de filtragdo e lavagem das
células, nao sendo detectado residuo de desinfetante nas membranas ou efeito
bactericida da membrana sobre os microrganismos, validando assim a adaptacgéo
proposta neste trabalho. A comparagao entre o método de suspensdo modificado
e o meétodo de diluicdo de uso mostrou que, de 108 testes realizados em
concentragbes 2200 mg/L, os dois métodos concordaram em 77,8% dos casos,
ambos aprovando ou reprovando o desinfetante, na condigdo festada. Esse
resultado pode ser considerado bom, uma vez que o método modificado
apresentou taxa de discordancia de apenas 17,3% entre as repeticbes, valor este
bem menor que no metodo de diluicdo de uso, com taxa de discordancia de
43,1%.
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SUMMARY

Adaptation of the suspension test for the evaluation of benzalkonium
chioride bactericidal activity in concentration above 200 mg/L.

Bactericidal disinfectants can be evaluated through several methods. In Brazil, the
AGCAC dilution method and the ACAC suspension method are considered as the
official methods to determine bactericidal efficacy of disinfectants. Although the
AOAC 960.09 suspension method has some advantages over the AOAC dilution
method (Use dilution method AOAC 955.14 and 955.15), such as lower cost and
simplicity, its usage is still restricted to ammonium quaternary compounds tests, in
concentration lower than 200 mg/L. in Brazil, the recommended concentration of
ammonium guaternary disinfectant by the manufacturers varies from 200 to 10,000
mg/l., thus making suspension method impractical to the bactericidal efficacy
evaluation of those products. So, it is essential to standardize the suspension
method above 200 mg/l. concentration, allowing its adoption by disinfectant quality
control laboratories, in the quality monitoring of those products in the market or
during manufacturing process. The purposes of this research were: a) to adequate
AOAC suspension method for the evaluation of benzalkonium chioride bactericidal
activity in concentration above 200 mg/L, and b) to make a comparative evaluation
between modified suspension method and AOAC use dilution method, determining
bactericidal efficacy of several benzalkonium chloride disinfectants against
Staphylococcus aureus ATCC 8538, Salmonella choleraesuis ATCC 10708 and
Escherichia coli ATCC 11229. The suspension method was modified through the
substitution of chemical neutralization by using the filtration process in membrane
(0,45 um) followed by washing the cells with phosphate buffer solution. Results of
the tests confirmed the filtration and washing efficacy, since no residual
disinfectant on the membranes or bactericidal effect of the membrane over the
microrganisms was observed. The comparision between modified suspension
method and the use dilution method indicated that, among 108 tests performed in
concentrations above 200 mg/L, both methods agreed to 77,8% of the cases, both



of them approving or rejecting the disinfectant, in tested condition. This result can
be considered good, since the modified method presented only 17,3%

discordance rate among repetitions, this value was smaller than the use dilution
method which, in this case, was 43,1%.



1. INTRODUGCAO

No Brasil, a comprovacgdo da eficacia bactericida de desinfetantes &€ um requisito
fundamental para o registro e controle desses produtos por édrgéos
regulamentadores oficiais como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), do Ministério da Saude (MS). A metodologia oficial para comprovacéo
dessa eficacia é regulamentada por lel e, até 1999, através da Portariz 15/88 da
DISAD (Divisdo Nacional de Vigildncia Sanitaria de Produtos Saneantes
Domissanitarios, 1988) do MS, esteve restrita a utilizagdo do método de diluicao
de uso, preconizado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC), e
adotado pelo Institutc Nacional de Controle de Qualidade em Sadde
(INCQS,1999). Em 1999, a ANVISA, através da Resolugfio 336 de 22 de julho,
adotou oficialmente os métodos da AOAC como padrao para analise e registro de
desinfetantes no Brasil (ANVISA, 1999). Atualmente, um novo regulamento esta
sendo proposto, através da Portaria 700 de 08 de maio de 2001 (ANVISA, 2001),
para harmonizacao da legislacdo do MERCOSUL, tratando de produtos saneantes
domissanitarios com atividade antimicrobiana. Este novo regulamento mantém os
métodos da AOAC e inclui os métodos do CEN (Comité Europeu de
Normatizagdo) como mais uma alternativa para avaliar a eficacia de produtos com
acado antimicrobiana.

Os dois meétodos mais usuais para determinagdo da atividade bactericida de
desinfetantes sao: o método de diluicdo de uso e 0 método de suspensao, ambos
da AOAC. A principal diferenca entre os dois métodos & a forma de exposigédo dos
microrganismos a agdo do desinfetante: fixados e secos em um suporte sélido
(carreador), no caso do método de diluicdo de uso, e suspensos na proépria
solucéo desinfetante, no caso do método de suspensdo. Quando a exposicio &
feita utilizando-se um carreador (método de diluicdo de uso), o desinfetante é
drenado do suporte solido, antes de se fazer a incubacdo para deteccdo de
sobreviventes. Nesse caso, a quantidade de desinfetante carreada para o meio de
cultura € minima, podendo ser neutralizada por simples diluicdo ou adigdo de

pequenas quantidades de neutralizante ac meio de cultura {meio de subcultivo).



No método de suspenséo, ao contrario do método de diluigdo de uso, a solugao
desinfetante e transferida diretamente para o meioc de cultura, tornando a
neutralizagdo uma etapa muito mais critica para o sucesso das determinacoes. No
metodo de suspensdo da AOAC o procedimento de neutralizacao estd
padronizado somente para compostos de amdnio quaternario em concentracdes
de ate 200 mg/L. No Brasil, os composios de aménio quaternario, particularmente
o cloreto de benzaicGnio, encontram-se entre os principios ativos mais utilizados
na formulagdo de desinfetantes para uso geral e uso na indUstria alimenticia,
porem, as concentragdes bactericidas recomendadas pelos fabricantes variam de
200 a 10.000 mg/L, ndo se restringindo portanto, aos 200 mg/L.

O método de suspensao & mais simples, menos trabalhoso e muito mais barato do
que o método de diluigio de uso, 0 que o torna mais indicado aos laboratérios de
controle de qualidade das empresas fabricantes e usuarias, bem como aos
laboratérios publicos e privados, que fazem avaliagéo da qualidade de produtos e
prestam servigos para terceiros.

Assim, consideramos plenamente justificado o objetivo do presente trabalho, que
foi disponibilizar uma metodologia alternativa mais simples para a avaliacdo da
eficacia antimicrobiana de desinfetantes a base de cloreto de benzalconio, em

substituicdo ao meétodo de diluigdo de uso.

2. OBJETIVOS

Este trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

1. Adequar e padronizar 0 método de suspensdo para analise da eficacia
bactericida de desinfetantes a base de cloreto de benzalconio, em
concentragbes variando na faixa de 200 a 10.000 mg/L.

2. Realizar uma avaliagdo comparativa entre o método de diluicdo de uso e o

método de suspensao alternativo padronizado, na determinacgdo da atividade



bactericida de desinfetantes a base de cloreto de benzalconic disponiveis no
mercado brasileiro.

3. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3.1. Importancia da higieniza¢cao na indastria de alimentos

A globalizagao da economia mundial, iniciada no final do século XX, trouxe uma
mudan¢a de perfil em diversos segmentos da industria de alimentos. Com a
necessidade de competlir e garantir a qualidade de seus produtos, muitas
empresas passaram a se preocupar com investimentos em controie rigoroso de
higienizacao nos seus processos de producédo (Ferraz, 1896).

A higienizac&o em industria de alimentos consiste em um conjunto de medidas
com a finalidade de remover todos os compostos que ndc fazem parte da
estrutura dos equipamentos ou das superficies das instalacdes industriais, como
residuos de alimentos, sujidades ou agentes contaminantes, garantindo ao
consumidor, um produtoc de qualidade (Athayde,1998). Dessa forma, a
higienizagao na indUstria alimenticia contribui de forma significativa no controle
higiénico-sanitario dos alimentos. A higienizagdo é composta por dois processos
fundamentais: limpeza e desinfecgdo. De acordo com Andrade & Pinto (1999), a
limpeza em inddstria de alimentos consiste na remogao de residuos orgénicos e
minerais aderidos as superficies, constituidos principalmente por proteinas,
gorduras e sais minerais. Eiroa (1980) afirma que o objetivo da limpeza consiste
em colocar uma solugdo de detergente em contato direto com as sujidades,
separar essas sujidades das superficies a serem limpas, dispersar a sujidade no

solvente e prevenir a nova deposicao da sujidade sobre as superficies limpas.

A eliminacdo de microrganismos patogénicos e dos deteriorantes em niveis
considerados seguros & feita pela etapa de desinfecgdo, sempre apods a etapa de
limpeza (Andrade & Pinto,1999).



De acordo com Eiroa (1980), a limpeza por si s6 néo elimina todos os tipos de
microrganismos, embora uma boa limpeza reduza a concentragdo inicial da carga
microbiana. Além disso, a superficie que nao for adequadamente limpa nao
podera ser adequadamente desinfetada, pois residuos remanescentes protegem
as bactérias da ag&o do agente desinfetante. Assim, a desinfecgio néo resolve
problemas quando a limpeza for mal feita.

3.2 Métodos de higienizacao

Existem atualmente variados métodos de higienizacao; e de acordo com Andrade
& Pinto (1999), a escolha adequada do método depende de varios fatores tais
como: tipo, quantidade e condigdo do residuo a ser removido, tipc e material do
equipamento a ser higienizado, tipo e quantidade (tempo, temperatura e
concentracdo) do produto quimico a ser utilizado, padrdao ou especificacio de
higiene a ser requerido e condicbes da indistria de alimentos. Athayde (1998)
acrescenta que outros fatores também devem ser considerados na elaboracio de
um programa de higienizacdo, que sao: o tipo do alimento a ser processado e a
forma de seu processamento, a disponibilidade de tempo e mao de obra,
necessidades do cliente e recursos disponiveis (agua, energia elétrica e vapor).
Baseando-se nesses fatores, a higienizacdo podera ser feita através dos
sequintes métodos:

Higienizacao manual — neste processo, equipamentos, bombas e tubulacbes séo
geralmente desmontados e higienizados com aplicagio de produtos puros ou
diluidos, seguidos de agcdo mecanica por esfregagdo com o auxilio de esponjas,
vassouras ou escovas. E um método pouco empregado pelas industrias porque
demanda mais tempo e existe o contato do operador com os produtos quimicos
(Athayde,1998).

Segundo Andrade & Macédo (1996), por quesido de seguranca para o0s
manipuladores, normalmente os detergentes utilizados possuem média ou baixa
alcalinidade e sdo utilizados em temperatura maxima de 45°C. A eficiéncia do



processo de higienizagdo manual é afetada por fatores como: escolha adequada
de escovas, raspadores e esponjas e a eficiéncia do préprio operador .

Higienizagao por imersdo - consiste na imersao total de toda a superficie de
interesse para higienizagao, na solugdo detergente desinfetante com concentracao
adequada. A técnica geraimente & aplicada para materiais como pecas de
equipamentos, interior de tanques ou tachos, e utensilios utilizados no
processamento do alimento. Apds o tempo de imersdo adequado, recomenda-se
uma aplicacao de forca mecénica para remogao de quaisquer residuos aderidos a
superficie do material.

Os detergentes utilizados na solugdo de imersio possuem meédia ou baixa
alcalinidade (Andrade & Macédo, 1996) e sdo utilizados em temperatura ao redor
de 50°C (Gava, 1985). Sendo assim, pode-se presumir que os seguintes fatores
podem afetar a eficiéncia do processo de higienizacdo por imersdo: tempo de
contato, temperatura da solugdo de imersdo, tipo do produto quimico para
higienizacado e a eficiéncia do proprio operador.

Higieniza¢cao por meio de lava jato tipo tinel - este processo é muito utilizado
por industrias de laticinios e restaurantes industriais, onde materiais como: latdes
para transporte de leite, bandejas e tatheres sdo higienizados. Neste método de
higienizag¢ao ja € permitido o uso de agentes quimicos sob condi¢gbes mais
agressivas, em termos de alcalinidade e temperatura da solugdo de limpeza mais
elevada, pois nac ocorre contato direto dos manipuladores com o0s agentes
quimicos (Andrade & Macédo, 1996).

Higienizagao por meio equipamento spray - 0 processo consiste na aspersao,
sob pressédo, tanto da agua de pré-lavagem e enxagiie como da solugdo de
higienizagdo. Pressbes altas sdo utilizadas geralmente para higienizacao do

interior de equipamentos e caminhdes de transporte; enquanto que pressdes



menores sdo aplicadas sobre superficies externas como paredes, pisos (Andrade
& Macédo, 1996).

Higienizagcao por nebulizacdo ou atomizacdo - &€ um processo utilizado
principalmente para descontaminacao do ar ambiente, afravés do uso de
equipamenios capazes de transformar a solucdo desinfetante em névoas.
(Andrade & Macédo, 1996).

Higienizacdo no préprio local - € uma técnica conhecida por CIP, abreviatura
para o termo Cleaning In Place, tipo de limpeza realizada no local. O escoamento
de agua e produtos quimicos através de tubulacbes e equipamentos estéo
interligadas por uma central. Essa central controla varios parametros
{concentragao, tempo, temperatura, pressao) através de circuitos eletrénicos e a
principal caracteristica dessa técnica € a limpeza sem a desmontagem do sistema
de tubulagdes e equipamentos (Athayde, 1998).

De acordo com Andrade & Pinto (1999), este sistema CIP pode ser usado para
linhas completas ou etapas do processamento. Por meio de circulacdo das
solugbes, podem ser higienizadas tubulagdes, vaivulas, bombas centrifugas,
pasteurizadores, evaporadores, dentre outros. Por meio de aspersores fixos ou
rotativos sdo higienizados silos e tanques. O sistema oferece grande eficiéncia,
desde que a limpeza e a desinfeccdo sejam realizadas de forma consistente e
padronizada.

O alto custo inicial de instalacdo de uma central CIP nao deve ser considerado
significativo, pois tal investimento é pago em aproximadamente um ano, uma vez
que a industria ganha no custo operacional com menor consumo de detergente,
vapor, mao de obra e agua (Ferraz,1996).

Higienizacao por sistema COP - O sistema COP, abreviatura para o termo

Cleaning out of Place, ou seja, limpeza aberta, basicamente consiste numa fusao
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entre CIP e o processo manual. Pode-se dizer que o COP funciona como uma
“maquina de lavar roupa”. Alguns recipientes so utilizados especialmente para
alojar pegas que ficam de molho (imersao) em solugdo quimica por um
determinado tempo, enquanto o restante dos equipamentos ¢ higienizado por
circuito fechado (Athayde,1998).

Higienizacao por espuma - Esta técnica utiliza um agente espumante na
formulagdo detergente, de modo a produzir uma espuma bastante densa e
consistente, permitindo assim, o seu contato com as sujidades por um tempo
relativamente prolongado. E uma técnica muito utilizada para higienizagao de
pisos, paredes, locais de dificil acesso e partes externas de equipamentos. As
superficies podem ser cobertas a uma velocidade de 25m/s e o tempo de atuacéo
pode variar de 10 a 20 min. O uso de espuma permite visualizar as areas onde se
procedeu a higienizacao (Andrade & Pinto, 1999).

Higienizacao por gel - baseia-se no mesmo principio da higienizacdo por
espuma, sendo que a diferenga esta na utilizagdo de um agente formador de gel
na formulaggdo, no lugar do agente formador de espuma. A formulacdo é
comercializada na forma liquida, porém, apés sua diluicdo para a concentracéo
recomendada, transforma-se na forma de gel. A higienizagdo por gel apresenta
como vantagem um maior tempo de retencdo na superficie, 0 que aumenta a
eficiéncia do processo (Andrade & Pinto,1999).

Higienizacao a seco - é uma técnica que permite melhor controle microbiano em
instalagbes que processam alimentos e ingredientes secos, porém, geralmente o
ambiente n&o aicanga um nivel estético desejavel. Normalmente, os residuos
secos e soltos sao eliminados do ambiente através de sistemas de aspiracéo.
Residuos secos aderidos aos equipamentos sdo removidos através de uma pré
raspagem com auxilio de uma espétula apropriada. Agentes desinfetantes como

cloro, iodo ou compostos de ambnio quaterndrio podem ser utilizados na
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higienizagdo a seco, porém, a solugdo de alcool 70%(viv) é considerada uma
alternativa mais aceitavel por apresentar maior facilidade na evaporacao, tornando
a superficie seca, sem deixar umidade residual (Andrade & Pinto,1999).

3.3. Agentes desinfetantes

A desinfecgao € uma etapa considerada imprescindivel dentro do procedimento de
higienizagao, sendo que os agentes desinfetantes podem ser fisicos ou gquimicos.
Calor e radiagdo sao exemplos de meios fisicos para desinfecgso, onde agua
quente e vapor sao as formas de calor mais utilizadas, ao passo que a luz ultra
violeta e as ondas sonoras em alta freqiiéncia consistem na forma de radiacio
mais freqlientemente utilizada. Pressdo, superfiltragao e supercentrifugacio sao
outros exemplos de agentes fisicos para desinfecgio. Na classe de agentes
quimicos desinfetantes, sdo incluidas as formulagdes a base de cloro, iodo,
amdnio quatemario, acido peracético, perdxido de hidrogénio, clorhexidina,

irgasan, extrato de semente de grape fruit e outros (Andrade & Pinto,1999).

No Brasil, a ANVISA, que esta vinculada ao Ministério da Sadde, € o 6rgdo que
controla e autoriza o uso de principios ativos na formulagdo de agentes
desinfetantes. A Portaria n® 15, de 23/08/1988 do Ministério da Satide, autoriza o
uso de varios principios ativos na composi¢do de agentes desinfetantes, tais
como: compostos clorados, iodados e aménio quaternario.

O emprego de outros compostos quimicos foram aprovados posteriormente, como
€ o caso do cloridrato de polihexametileno biguanida, que através da Portaria n°
05, de 13/11/89, do Ministéric da Satde, foi autorizado para compor juntamente
com a clorhexidina, a classe das biguanidas em formulagées de alguns agentes
desinfetantes. Ja o uso de acido peracético em formulagio de alguns agentes
desinfetantes somente foi autorizado através da Portaria n° 122, de 29 de
novembro de 1993, do Ministério da Saude.
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3.3.1. Compostos ciorados

O cloro e seus compostos sdo agentes desinfetantes muito utilizados em processo
de higienizacio, incluindo as seguintes formas: cloro liquido, hipocloritos e
cloraminas. As vantagens oferecidas pelo uso desses compostos clorados sao:
baixo custo, agao rapida e nao afetada pela dureza da agua, espectro de acéo
contra uma grande variedade de microrganismos, efetivo em baixas
concentracbes, facilidade tanto no preparo quanto na sua aplicagao e simplicidade
na determinacdo da concentragdo {(Andrade & Macédo, 1996).

Por outro lado, o uso desses compostos apresentam as seguintes
inconveniéncias: corrosividade sobre muitas superficies metalicas (especialmente
em altas temperaturas), baixo efeito residual, efetividade afetada por fatores como
o pH, a temperatura, a presenca de materia organica e a presenca de luz, além de
possibilitar alteracao de sabor ou odor ac alimento (Andrade & Pinto, 1999).

Uma outra desvantagem do uso de compostos de cloro esta relacionada com o
impacto ambiental, onde a oxidac&o de compostos organicos forma residuos de
dificil degradagéo e potencialmente tdoxicos para as bactérias degradadoras
utilizadas nas estacdes de tratamento de efluentes (Véras, 1997).

O espectro de agéo germicida dos compostos clorados € amplo, devido a agao
sobre a membrana celular, a inibicao das enzimas celulares envolvidas no
metabolismo da glicose, a oxidagao das proteinas celulares e ao efeito danoso
sobre o DNA (Andrade & Pinto,1999).

3.3.2. Compostos iodéforos

O iodo elementar ndo é solivel em agua; para que possa agir como agente
desinfetante, € necessario que o iodo seja combinado com agentes tensoativos
apropriados, formando os compostos iodéforos. O iodo possui uma atividade
desinfetante sobre diversos grupos de microrganismos, com ago efetiva maior
sobre as celulas bacterianas mas, com efetividade moderada sobre fungos,

leveduras e virus. A a¢do germicida do iodo deve-se a destruicdo da célula
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microbiana devido a penetracdo da molécula de |, através da parede celular.
Também o sistema enzimatico celular € inibido pelo iodo em decorréncia da
oxidacéo do aminoacido tirosina resultando em diiodotirosina (Andrade & Macédo,
1996).

Podem ser considerados os seguintes pontos como vantagens do uso do iodo
como agente desinfetante: menos irritante e corrosivo que o cloro, nao é muito
afetado pela matéria organica e a sua cor marron, que facilita a sua presenca. Por
outro lado, o iodo apresenta as seguintes desvantagens: sua atividade bactericida
descresce com 0 aumento de pH, ndo deve ser empregado em temperaturas
maiores que 47°C e sdo menos eficientes que o cloro contra esporos bacterianos
(Gava, 1985). O iodo ainda pode causar sabores estranhos em produtos de
laticinios, geralmente possui um custo maior que os compostos clorados e é

inconveniente em areas de processamento de produtos amilaceos.

3.3.3. Compostos de aménio quaternario

Os compostos de amdnio quaternario formam um grupo de composto amplamente
utilizado em formulagdo de agentes desinfetantes e s@o produtos resultantes de
reacao de substituicdo nucieofilica de sais de alquil haletos com aminas terciarias
(Block, 1991).

Quimicamente, os compostos de amodnio quaternario possuem em sua estrutura,
um atomo de nitrogénio ligado covalentemente a 4 grupos alquil ou aril, resultando
em formacao de carga positiva no atomo de nitrogénio (Andrade & Macédo, 1996).

A atividade antimicrobiana dos compostos de aménioc quaternario foi descrita
desde 1915 por Jacob et al. e a partir de 1935, Domagk estabeleceu a utilidade
destes agentes em hospitais e em outras areas (Russell et al., 1994). De acordo
com Andrade & Macédo (1996), a agdo germicida dos compostos de amdnio
quaternario esta relacionada a varios mecanismos, dentre eles podem ser
destacados: inibicAo enzimdtica, desnaturacdo protéica e alteragdo da
permeabilidade celular.
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A féormula quimica estrutural geral dos compostos de amoénio quaternario pode ser
representada por:

' R:
3 ™ +
R: —_—— N ——— R .
I X
N R, W,

onde:
R = cadeias carbbnicas longas de alquil , alquilaril ou seus derivados;
Ro, Ras e R4 = atomos de hidrogénio, alquil, aril ou radicais heterociclicos;

X = anion inorganico, geraimente cloreto ou brometo

As diversas substituicdes ao nitrogénio quaternario resultam numa variedade de
compostos catidnicos, com um grau variado de atividade antimicrobiana,
dependente do tamanho e tipo dos radicais substituintes (Bawdon & Bartley, citado
por Romao, 1985).

A natureza catidnica dos compostos quaternario de aménio concede aos mesmos
propriedades tais como: adsor¢do sobre superficie que possuem carga elétrica
negativa como vidro, i1& e bactérias. Eles tendem a formacgao de agregados

idnicos, ocasionando mudancas na condutividade elétrica, na tenséo superficial e
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na solubilidade, permitindo dessa forma, a sua agdo & nivel de membrana
citoplasmatica das células bacterianas (Romao,1985).

Dentre os inimeros compostos, o cloreto de benzalcoénio é um dos principais
representantes dos compostos de amdnio gquaternario, e é formado pela
alquilag@o entre aiquildimetilaminas com cloreto de benzila. £ um tensoativo
catidnico com poder de detergéncia relativamente baixo, porém, amplamente
utilizado como agente de desinfecgio com propriedades bactericidas, fungicidas e
algicidas (Andrade & Macédo, 1996), possui alta solubilidade em agua, cujo valor
é de 4000 g/L a 20°C (Merck, 1999/2000).

O cloreto de benzalcénio € constituido por substancias contendo cadeias alquilas
numa faixa de 8 a 18 atomos de carbono, sendo que a atividade germicida € mais
intensa quando contiver em torno de 12 a 16 atomos de carbono (Biock, 1991),
conforme os dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Influéncia do comprimento da cadeia carbdnica sobre a atividade

bactericida de cloreto de benzalconio.

Concentracado inibitoria minima (mg/L) - 10 min de contato, em fungéo do R*

R* 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

A 3000 800 450 160 45 25 15 25 30 170 450 330
4500 1400 300 130 40 20 12 20 25 15 60 90

C 6000 2500 1200 400 120 50 40 70 200 360 1000 1300

Fonte: BLOCK (1991)
R* = nUmero de atomo de carbono dentro da cadeia da estruiura do cloreto de benzalcdnio.

A= 3. aureus ATCC 6538; B= S. typhosa ATCC 6539; C = P. aeruginosa ATCC 15442
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A formula molecular do cloreto de benzalcdnio € : | RN(CH3)2CH,;CgHs]Cl , onde R
representa cadeia carbdnica; sua efetividade germicida € maior sobre as bactérias
Gram positivas (espécies como: Staphylococcus e Streptococcus) do que para as
Gram negativas. Também possuem boa efetividade contra bolores e leveduras
{Andrade & Maceédo, 1996).

Dentre as inumeras vantagens oferecidas pelo cioreto de benzalcodnio, e que
provavelmente, levaram a torné-lc como um dos compostos mais ampiamente
utilizados em formulagbes de agentes desinfetantes, sdo: facil manuseio, alta
estabilidade durante o0 armazenamento, vida de prateleira longa, ndo é afetado por
fatores ambientais (luz, calor), boa efetividade tanto em condicoes alcalinas como
na presenga de matéria organica, ndo corrosivo, inodoro, altamente solivel em
agua, baixa toxicidade e irritabilidade, boa acdo de penetracao, compativel com
outros catibénicos, nao idnicos e anfoteros (Andrade & Macédo, 1996).

Além do uso em formulagdes de agentes desinfetantes em inddstria alimenticia, o
cloreto de benzalcdnio possui aplicacgdo na area cosmética, veterinaria,

farmacéutica e produtos domissanitarios.

3.4. Métodos de avaliagao da atividade bactericida de desinfetantes

Leitao (1984), numa revisdo, afirma que o processo de desinfecgdo raramente
elimina totaimente os microrganismos presentes, € que a sua finalidade principal é
a de controlar os tipos especificos de microrganismos, durante um intervalo de
tempo e condigdes de uso prefixadas. Pode se dizer portanto, que os
desinfetantes desempenham um papel fundamental num processo de
desinfecgac, onde Reber (citado por Russell et al., 1994) definiu esses compostos
quimicos como sendo um agente eliminador de certos microrganismos

indesejaveis para prevencao de sua transmissao.

Num processo de desinfeccdo utilizando-se desinfetantes, inUmeros fatores
podem afetar a eficiéncia do desinfetante; dentre os quais podem ser citados: a

natureza e tipo das superficies tratadas, concentragao e natureza dos residuos a
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elas aderidos, o tipo de microflora contaminante na superficie, a concentragao e ¢
periodo de contato do desinfetante com a superficie ( Leitao, 1984).

A utilizacdo de desinfetante apropriado é um dos fatores mais importantes numa
operagao de higienizacdo para se atingir uma desinfecgdo eficiente. Portanto, €
fundamenta! que o0s responsaveis pelo controle higiénico sanitario ou pelo
programa de controle de qualidade tenham o conhecimentc das condigdes de
desempenho do desinfetante utilizado. Dessa forma, tornam-se necessarios
alguns testes que comprovem a eficiéncia desinfetante dos produtos utilizados,
sob determinadas condicdes de higienizagao.

Existem varios testes disponiveis para avaliar a eficiéncia antimicrobiana dos
desinfetantes, dentre os quais incluem-se: o teste do coeficiente fendlico, o teste

da diluicao de uso, o teste de suspensé@o e teste de capacidade (Andrade &
Macédo, 1996).

Russell et al. (1994) classificaram esses diferentes testes incluindo-os em firés
subgrupos: (a) testes laboratoriais visando a avaliagio de partidas formuladas de
desinfetantes: teste de suspensado e teste de coeficiente fendlico, (b) testes
laboratoriais para avaliagdo de desinfetantes sob condi¢bes praticas de uso: teste
de capacidade e teste de diluicdo de uso; (c) testes realizados in Joco ou avaliago
em campo.

Segundo Romao (1985), a avaliagdo em campo é descrita como a mais valida por
ser realizada em condicbes reais, porém, na pratica, ela é de dificil execugao. A
finalidade dessa analise & detectar a ineficiéncia do processo de desinfecgao e,
em alguns métodos, se baseia no principio de que a solugdc de uso do
desinfetante nédo deve conter microrganismos vivos apos sua utilizagdo. Leitdo
(1984) afirma, numa reviséo, que os testes de campo nao sdo muito conhecidos e

nem aplicados devido a impossibilidade de sua completa padronizago.

O teste de diluicdo de uso e o teste de suspensdo sdc os métodos mais
conhecidos e utilizados para a avaliagio da atividade bactericida de desinfetantes
e aplicados & avaliacao de produtos com principios ativos consagrados, enquanto

que o teste do coeficiente fendlico € aplicado a analise de novos principios ativos,
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como meétodo padrdo de comparacdo com o fenol. Esses métodos foram
sumariados e amplamente discutidos por Leitdo (1984), Cremieux & Fleurette
(1981) e Andrade & Macédo (1996).

3.4.1. Teste do coeficiente fendlico

Segundo Russell et al.{1994), o teste do coeficiente fendlico foi um dos primeiros
testes a serem desenvolvidos; € um teste de suspens@o gqualitativo, onde a
eficacia do desinfetante é comparada em relacédo a eficiéncia do fenol, que foi,
durante muitos anos, um bactericida tradicionaimente empregado como
desinfetante e antisséptico. Seu uso como desinfetante foi abandonado devido &

sua alta toxicidade.

Atualmente, varias modificacdes do método sio conhecidas, dentre elas o feste de
Riedel-Walker e o preconizado pela AOAC ( Leitao, 1984).

Conforme Russell et al.(1994), no teste de Riedel Walker, aliquotas de 0,2 mL de
suspensao de Salmonella typhi sdo colocadas em contato com cada um dos 5,0
mlL. das vérias concentragbes da solugdo desinfetante em estudo. O mesmo
procedimentc € aplicado para uma solugdo de fenol padronizado em diluicdo
apropriada, por exemplo: 1/100. Para ambos os casos, apés o contato entre a
cepa padrao e as soluches testadas, & feita, com uma alca de inoculacdo, a
transferéncia de uma aliquota de cada solucido em caldos neutralizantes, os quais
sdo incubados para verificar as concentragées em que houve a sobrevivéncia das
células. Os tempos de contatos da suspensao bacteriana com as varias diluicdes
de desinfetantes e fenol padrao sédo: 2,5 min, 5 min, 7,5 min e 10 min ( Figura 1).

O coeficiente fendlico através do teste de Riedel Walker é determinado dividindo-
se o valor da maior diluicdo do desinfetante que apresentar auséncia de
crescimento de células apés contato de 7,5 min pela concentracdo do fenol que

apresentar crescimento de células apds 5 min de contato (Russell et al., 1994).
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Figura 1. Esquema para determinac&o de coeficiente fendlico atraves do teste de Riedel Walke

O procedimenio do teste do cosficiente fendlico preconizado pela ACAC ¢ quase
gue semelhante ao do teste de Riedel Walker, porém, aliquotas de 0,5 mlL da
suspensao bacteriana padrdo sdo utilizadas ao invés de 0,2 mL. As cepas padro
utilizadas pelo método AOAC sao: S fyphi ATCC 6539, 3. aursus ATCC 6538 e
P aeruginosa ATCC 15442, conforme as metodologias ACAC 85511, 95512 e
955 13, respectivamente (Beloian, 1895). Os tempos de contalo da suspenséo
bacteriana com as varias diluicbes de desinfetantes e fenol padrao sao: 5 min, 10
min e 15 min (Leitdo, 1284). O coeficiente fendlico pelo método da ACAC é
determinado dividindo-se o inverso da maior diluicdo do desinfetante que destrdi o
organismo feste em 10 min mas ndo em 5 min, pelo inverso da maior diluigao do

fenoi que oferece 0s mesmos resuitados (Andrade & Macédo,1566).
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E um critério aceito que os desinfetantes testados poderzo ser empregados numa
concentracdo 20 vezes superior ao coeficiente fendlico obtido com Salmonella
typhi. Por exemplo, se o coeficiente fendlico obtido for 3,89 (3,89x20=78), pode-se
diluir 1 parte do desinfetante em 77 paries de agua, para se obter uma solugéo do
desinfetante equivalente ao do fenol em termos de atividade germicida (Leitao,
1984).

Quanto ao grau de eficiéncia, o teste do coeficiente fendlico apresenta algumas
deficiéncias: sua precisdo & discutivel quando avalia desinfetantes a base de
outros principios ativos que nao sejam fendis, a metodologia nao permite simular
situacdes de uma condi¢do real e possui baixa reprodutibilidade. Portanto, € um
teste que deve ser considerado como presuntivo e as concentracdes obtidas
devem ser confirmadas por outros testes (Andrade & Macédo, 1996).

3.4.2. Teste de diluigdo de uso

O teste de diluicao, preconizado pela AOAC, utiliza como microrganismos padrao:
Salmonella choleraesuis ATCC10708, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC15442 (Beloian, 1984). Em cada teste, cilindros
de ago inox padronizados séo contaminados e imersos por um tempo determinado

em solucdo desinfetante na concentracao de uso, e depois, transferidos em caldos
de subcultivo (Russell et al., 1994).

Os cilindros sao feitos de aco inoxidavel 304, com dimensbes de 8x1mm de
diametro externo , 6:+1mm de didmetro interno e 10+1mm de comprimento. Antes
de seu uso nos testes, os cilindros passam por etapas de condicionamento da
sequinte forma: apds a sua rigorosa limpeza com NaOH 1N seguida de enxagie
em Aagua destilada, sdo mergulhados em solugdo 0,1% de asparagina e
submetidos a ac&o de esterilizacdo, em autoclave. Somente apés a esterilizagao,
os cilindros poderac ser contaminados pela suspensdo bacteriana teste durante
15 min e em seguida, serem ftransferidos em placas de Petri (forradas com papel
de filiro) estéreis para secagem, em posicdo vertical, durante 40 min/36:1°C
(Leitao, 1984).
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Apo6s a secagem, cada cilindro é mergulhado em tubo contendo 10mlL. da solugéo
desinfetante durante ¢ tempo de contato padrdo. Decorrido o tempo necessario
para o teste, iniciam-se as transferéncias dos cilindros de transporte para os meios
de subcultivo, usando-se agulhas de niquel-cromo. Cada cilindro permanece,
durante 20 min, mergulhado no primeiro caldo de subcultivo e em seguida,
transferido para o segundo caldo de subcultivo. Terminada a segunda etapa da
subtransferéncia, todos os tubos contendo o meio de subcultivo sao incubados a
36+1°C/48h. O resultado do teste é expresso como + (crescimento de células
sobrevivenies ) ou — (auséncia de crescimento) no total de 60 cilindros. O
desinfetante, para ser considerado eficaz pelo método de diluicido de uso, devera

ser capaz de destruir o microrganismo teste em 59 dos 60 cilindros utilizados
(INCQS, 1999).

3.4.3. Teste de suspensao

O teste de suspensdo avalia a eficiéncia de desinfetantes na reducio de uma
populacdo microbiana em suspensao, sob condicdes praticas de uso. Por permitir
simular situagdes rotineiras de industrias (avaliagdo da alieragdo de concentragio
e pH do desinfetante; dureza e qualidade da agua industrial), € um teste que pode
ser indicado para avaliacdo dos desinfetantes para uso em indistria de alimentos
(Leitdo, 1984).

Neste teste, uma suspensdo de microrganismos é adicionada em solucao
desinfetante com concentracdo conhecida do principio ativo, sendo ¢ nimero de
células sobreviventes determinado apos o tempo de exposicao. Apds o periodo de
exposicao da suspensdo bacteriana ao desinfetante, é feita uma inativagao
completa do principio ativo deste. A inativacao é efetuada pela transferéncia de 1
mi da solugao de desinfetante mais microrganismos a um tubo contendo 9 mL de
solugdo estéril da solucdo neutralizante, seguida de agitaco. A seguir, procede-se
a contagem do numero de sobreviventes, utilizando-se condicbes 6timas de meio
de cultura e incubacao para o microrganismo em teste. Os microrganismos para o

teste de suspensaoc devem ser selecionados de acordo com o problema especifico
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em esiudo. O desinfetante, para ser considerado eficaz através do teste de
suspensao, devera promover pelo menos 5 redugdes logaritmicas, ou seja, reduzir

pelo menos 99,999% da populacdo bacteriana (Leitdo, 1984).

3.5. Comparacao entre o teste de diluicdo de uso e o teste de suspensio

Tanto o teste de diluigao de usc quanto o teste de suspensdo sao aplicaveis a
desinfetantes misciveis em agua, cujo efeito bacteriostatico possa ser neutralizado
por diluicdo, substancias especificas ou técnicas de subtransferéncia, depois do
tempo de contato recomendado (Beloian, 1984; Beloian, 1995: Russell et
al.,1994). A principal diferenga entre os dois métodos esta relacionada a forma
como 0s microrganismos sdo expostos a acéo do desinfetante; fixados e secados
em um suporte sélido (carreador), no caso do método de diluicdo de uso, ou

suspensos na propria solugao desinfetante, no caso do método de suspensao
(Russell et al.,1994).

As duas situagbes oferecem vantagens e desvantagens: no método de diluicio de
uso, a fixacdo dos microrganismos ao carreador pode ser considerada uma
vantagem, porque simula melhor as condicdes de desinfeccao de superfices, nas
quais ocorre a formagao de peliculas protetoras contra a agdo dos desinfetantes,
produzidas por algumas bactérias. Sob esse aspecto, 0 método de diluigo de
uso € considerado mais rigoroso do que o método de suspensao (Robinson et al.,
1988). Porem, os mesmos autores relatam que, na etapa de secagem dos
carreadores, a maioria dos Gram positivos sobrevivem muito mais do que os Gram
negativos. Este fato pode favorecer a variabilidade nos resultados, contribuindo
portanto, como uma desvantagem do método de diluigdo de uso. Outro fator que
influi na variabilidade do meétodo de diluigdo de uso é o grau diferenciado de
adesao de diferentes microrganismos sobre os carreadores, ou seja, a quantidade
de microrganismos aderidos nos cilindros carreadores é altamente dependente da
espeécie do microrganismo utilizado (Robinson et al., 1988).

O método de diluicdo de uso € um método estritamente qualitativo, isto &, nao

objetiva, nem permite quantificar os microrganismos antes e depois do tratamento



desinfetante, sendo que o seu resultado é expresso como + (crescimento de
células sobreviventes ) ou — (auséncia de crescimento) no total de 60 cilindros
(INCQS, 1999).

Cole et al. (1987b) relatam que ndo é possivel de se estabelecer um controle
rigoroso sobre o nimero de microrganismos fixados no carreador, visto que, esse
paré@metro € influenciado por uma série de fatores como o material (aco, vidro,
porcelana, alga de sutura), a marca, o tempo de uso e a presenca de defeitos
invisiveis, resultando numa variagao significativa de um carreador para outro. Com
auxilio de microscopio eletronico, Cole et al. (1987b) observaram diferencas no
polimento em superficies de diferentes marcas de carreadores. Também
avaliaram o grau de aderéncia de diferentes microrganismos sobre cilindros de
diferentes marcas e materiais. Os resultados obtidos estao resumidos nas Tabelas
2e3.

Mesmo controlando-se todas essas varidveis (tipo de material, marca, tempo de
uso e presenca de defeitos invisiveis nos cilindros carreadores), um estudo
colaborativo executado pela AOAC com cilindros padrao de aco inoxidavel, novos,
do mesmo fabricante e submetidos ao teste prévio de validacido, demonstrou
variagéo de 51% na contagem de S. choleraesuis, com média de 1,6 x 10%cilindro,
variagdo de 37% na contagem de S. aureus, média de 3,5 x 10%cilindro e variacao
de 25% na contagem de P. aeruginosa, média de 8,2 x 10%cilindro (Cole et al.,
1987a).

Outros fatores que interferem nos resultados do teste de diluigao de uso sao: a)o
efeito de desidratagdo da cultura durante a secagem no carreador, que pode
provocar uma certa redugao no ndmero de células viaveis (Cremieux & Fleurette,
1991); b) a formacgao de polissacarideos por algumas bactérias (incluindo a cepa
padraoc de P. aeruginosa utilizada pela AOAC), que protegem as células da acao
do sanificante (Andrade & Macédo, 1996); ¢) a incorporacao do meio de cultura ao
carreador que, as vezes, pode formar filmes de matéria organica, protegendo as
células e, outras vezes, reter quantidades minimas do desinfetante com efeito

bacteriostatico sobre a cultura; d) a dificuidade em diferenciar o efeito desinfetante
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do efeito de detergéncia, que simplesmente remove os microrganismos do
carreador (Andrade & Macédo, 1996).

Tabela 2. Diferencas encontradas nas superficies de cilindros em func&o do tipo e
marca do material.

aco inox porceiana vidro
Fabricante A* Fabricante B* Fabricante B* Fabricante C*
Lisa externamente; Rugosa tanto interna Exiremamente Extremamente lisa
Rugosa internamente. como externamente irregutar

Fonte: Cole et al. {1987b)

*A ="S&L", B = "Fisher Scientific’; C = “University Research Glassware”

Tabela 3. Quantidade de microrganismos fixados sobre cilindros de diferentes

marcas e materiais.

Microrganismo A* B* c* D*

S. aureus ATCC 6538 5,98x10°  538x10° 7,04x10° 7.94x10°

P. aeruginosa ATCC15442 13,70x10°  18,92x10°  0,97x10° 13,22x10°
S. choleraesuis ATCC 10708 0,82x10°  0,29x10° 0,01x10° 1,70x10°

Fonte: Cole et al.( 1987b)
*A = ago inox "S&L7; B = ago inox “Fisher”; C = porcelana; D = vidro

**Testes feitos em 5 replicatas; excecéo no casoda P. aeruginosa sobre os cilindros de porcelana,
gue foi feito em 4 replicatas.

Alfano et al. (1988) avaliaram o efeito da lavagem sobre células viaveis aderidas
aos cilindros carreadores, utilizando solugéo tampéao fosfato. O tempo de contato
entre o cilindro contaminado e a solugdo de lavagem foi 10 min e os

microrganismos testados foram: S. choleraesuis, P. aeruginosa e S. aureus. As
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medias das quantidades de células removidas e remanescentes estao mostradas
na Tabela 4, onde pode-se verificar um grau diferenciado de remocao de um
microrganismo a outro, contribuinde, dessa forma, na variabilidade do método de

diluicao de uso.

Myers (1988) relata que um estudo colaborative realizado pela Universidade da
Carolina do Norte, nos Estados Unidos, com o apoio da Environmental Protection
Agency (EPA), verificou que um desinfetante ineficaz, submetido repetidamente ac
teste de diluicdo de uso da AOAC, pode ser aprovado em 27% dos testes,
enquanto um desinfetante eficaz pode ser reprovado em 39% dos testes.

Tabela 4. Valores médios de céluias (UFC) remanescentes e removidas pelo

efeito da lavagem dos cilindros carreadores com solugao tampao
fosfato (10min/20°C).

células S. choleraesuis  P. aeruginosa S. aureus
Removidas 2.23x10° 521x10° 2,20x10°
Remanescentes 0,25x10° 5,47x10° 3,47x10°
Total 2,48x10° 10,68x10° 5,67x10°
% células lavadas 89,9 48.8 38,8

% adesao no cilindro 10,1 51,2 61,2

Fonte: Alfano et al.(1988)

No teste de suspensao, a dispersao das células na solugéo facilita sua exposicéo
ao desinfetante, razao pela qual tem sido considerado menos rigoroso do que o
teste de diluigo de uso. Por outro lado, diversos estudos realizados nas décadas
de 70 e 80 demonstraram uma adequada avaliagio da eficacia dos desinfetantes
por esse método (Reybrouck, 1975 ; van Klingeren et al, 1977), inclusive quando
comparado com o método de diluigdo de uso da AOAC (Robinson, 1988).
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A padronizacdo de um metodo de avaliagdo da eficacia antimicrobiana de
desinfetantes envolve varios parametros criticos que interferem no resultado,
particularmente a selecio das cepas padriao para teste, o tamanho e estado
fisioldégico do indcuio, o tempo e temperatura de contato, a forma de neutralizaco
da acao do desinfetante apds o tempo de contato e a interpretagac dos resuitados
quanto a eficacia (Russell et al.,1994).

3.6. Agentes neutralizantes

Segundo Reybrouck (1978), um dos problemas encontrados na avaliacdo da
atividade bactericida de desinfetantes esta no fato de residuos de desinfetantes
serem carreados para o meio de subcultivo, apos a exposigdo da suspensio
bacteriana a solugao desinfetante. Portanto, a acdo desses residuos deve ser
inativada através de uso de agentes neutralizantes no final da exposicao da

suspensdo bacteriana a solugéo desinfetante.

Existem varios tipos de agentes neutralizantes, cuja aplicacdo & dependente do
tipo de principio ativo a ser neutralizado, sendo que no Brasil, as recomendactes
do instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS, 1999) estio
descritas na Tabela 5.

As recomendacdes de uso de neutralizantes do INCQS, assim como as da AOAC,
estdo totalmente padronizadas para o método de diluicdo de uso, no qual os
neutralizantes s@o incorporados aos meios de cultura, objetivando neutralizar
quantidades minimas do desinfetantes, aderidas aos carreadores depois do
tratamento de desinfecgédo (Beloian, 1984; Beloian, 1995 ; INCQS, 1999).

Essas recomendacbes, de maneira geral, ndo sio aplicaveis ao método de
suspensao, no qual a quantidade de desinfetante incorporada ao meio de cultura é
muito maior. Neste caso, o método 960.09 da AOAC so6 esta padronizado para
desinfetantes a base de compostos de amonio quaternario, utilizados em

concentracdes de até 200 mg/l. do ativo ( Beloian, 1995).
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Tabela 5. Agentes neutralizantes recomendados pelo INCQS para diferentes

compostos guimicos.

Principio ativo de desinfetantes Agentes neutralizantes

Quaternario de ambnio Lecitina + Tween 80

Composto clorado
Composto iodado
Composto fendlico
Aldeido

Tensoativo anfétero
Biguanidina

Peroxido

Tiossulfato de sodio
Tiossulfato de sédio
Tween 80

Sulfito de sédio
Tween 80

Lecitina + Tween 80

Catalase

Fonte: INCQS(1999)

Nos paises onde os métodos tém ambito de aplicacio extensivo a desinfetantes
em geral, a utilizacdo do neutralizante também n&o é padronizada, o que se
apresenta sao recomendagbes de como determinar, em analises prévias, a sua
eficacia sobre o principio ativo a ser analisado, na concentracdo de uso, bem
como comprovar a auséncia de efeito toxico sobre as culturas padrdo. Essa
padronizacao € relativamente simples no caso de principios ativos como os
compostos de cloro ou iodo, por exemplo, cuja neutralizagdo se da por interacdes
puramente quimicas, com estequiometria conhecida. Em outros casos, ao
contrario, pode ser bastante complicada e totalmente empirica, porque o
fendmeno de neutralizagdo envolve interagées complexas entre moléculas, cujo
mecanismo nao se encontra totaimente elucidado. Esse € o caso dos compostos
de amdnio quaternario, cujos radicais ndo polares interagem com as estruturas
lipofilicas dos neutralizantes de uma forma, até o momento, ndo relatada na

literatura.
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3.7. Formas de neutralizacdo do efeito residual dos desinfetantes no método
de diluigao de uso

Conforme descritas nas metodolologias da AQAC e do INCQS, no método de
diluicdo de uso, o efeito residual dos desinfetantes sobre os carreadores apés a
desinfeccdo é neutralizado através da adicdo de agentes quimicos apropriados
aos meios de subcultivo (Beloian, 1984; INCQS, 1999).

O INCQS recomenda as seguintes proporcoes de agentes neutralizantes em
relag&o aos meios de subcultivo: 0,6% (p/v) de tiossulfato de sédio para neutralizar
compostos clorados ou compostos iodados: 0,5% (p/v) de tween 80 para
compostos iodados, fendlicos ou tensoativos anféteros; 0,1% de sulfito de sodio
para aldeidos. Para neutralizaciao de quaternario de amédnic ou biguanida, é
recomendadc o uso de caldo Letheen. A catalase & recomendada para a
neutralizagéo de peréxidos (INCQS,1999).

3.8. Formas de neutralizacdo do efeito residual dos desinfetantes no método

de suspensao

No teste de eficacia antimicrobiana pelo método de suspens3o, o procedimento
basico, apds decorrido o tempo de contato dos microrganismos com o
desinfetante, € inocular uma aliquota da solugdo desinfetante (na qual os
microrganismos estdo suspensos) em um meio de cultura, para verificar a
presenca de sobreviventes. Nessa etapa, é essencial a adocdo de um
procedimento que impega a continuidade da acao antimicrobiana do desinfetante,
porque esse efeito, durante todo o periodo de incubacgéo das culturas, implicaria
numa completa alteragdo dos resultados do teste. Para tanto podem ser utilizados
trés procedimentos basicos, que sdo a diluicao, a lavagem das células e o uso de
neutralizantes, normalmente utilizados em combinagao ( Russell et al., 1994).

A dilicdo & o procedimento mais simples, que implica em diluir a soluggo
desinfetante antes da inoculacdo no meio de cultura. E um procedimenio de
aplicacéo restrita, porque esbarra no limite de detecca@o do método, uma vez que o
namero de sobreviventes apés o tratamento & muito baixo. Além disso, alguns
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principios ativos como os compostos a base de aménio quaternario e 0s metais
pesados, por exemplo, mantém efeito bacteriostatico sobre alguns microrganismos
mesmo quando altamente diluidos. Por esse motivo, a diluicao geralmente é feita
em uma soluc@o contendo agentes neutralizantes, exceto no caso de substancias
como o alcool, por exemplo, para o qual nao se dispbe de um neutralizante eficaz
(Cremieux & Fleurette, 1991). Entretanto, Reybrouck (1978, 1979) relata que o uso
de neutralizantes pode levar a dois tipos de problemas: em quantidade
desproporcional, podera superestimar o efeito biocida do desinfetante (auséncia
ou baixo grau de neutralizagéo); outro problema que podera ocorrer é o efeito
toxico que alguns neutralizantes possuem sobre certos tipos de microrganismos.

Langsrud & Sundheim (1998) afirmam que os neutralizantes universais podem
afetar o crescimento de algumas bactérias; o metabolismo de aigumas cepas de
S. aureus, por exemplo, é prejudicado pelo tiossulfato de sadio.

A lavagem das células implica em remover, mecanicamente, as células da
suspensao, o que pode ser feito por centrifugagio ou por filtracdo em membrana.
Segundo Russell et al. (1994), a filtragao, adotada pela Association Francaise de
Normalization (AFNOR) em 1987, & mais simples e rapida, porém, & essencial a
aplicacdo de varias etapas de enxagle, para garantir que nao haja retencao de
residuos da solugéo desinfetante na membrana. Os mesmos autores refatam que
a incorporacéo de neutralizantes a solugao de enxagie pode aumentar muito a

eficiéncia do procedimento.

Langsrud & Sundheim (1998) constataram que tanto o método de filtragdo como o
uso de neutralizantes contendo lecitina apresentavam a mesma eficiéncia de
neutralizacéo apods tratar cepas de E. coli em solugdo de cloreto de benzalcdnio
(8 mg/L durante 5 min).

Russell et al.(1994) relatam que o uso de filtragdo com posterior enxagile da

cultura & recomendado para testes onde nao séo utilizados neutralizantes.

Quanto a forma de plaqueamento, Langsrud & Sundheim (1998) recomendam
evitar o plaqueamento “pour plate”, pois as células injuriadas podem tornar-se

sensiveis ao calor. Este fato torna como ponto favoravel, o uso da filtracéo.
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O uso de neutralizantes € comum nos métodos de suspensao utilizados pela
maioria dos paises, havendo um certo consenso sobre os agentes que podem ser
utilizados para neutralizar os principios atives mais comuns. A neutralizacao
ocorre atraves de interacdes quimicas entre o principio ativo do desinfetante e o
agente neutralizante, porém, em muitos casos, essa interacéo ocorre de forma
complexa, dificultando a padronizagdo do procedimento de neutralizacdo de
algumas substancias quimicas (Reybrouck , 1978, 1879)

3.9. Neutralizacdo de compostos de aménio quaternario

Dados empiricos de eficacia e toxicidade de neutralizantes para diferentes
principios ativos, em diferentes concentragdes, podem ser enconfrados nos
trabalhos de Bergan & Lystad (Block, 1991) e Reybrouck (1978, 1979), que
avaliaram mais de 40 substancias ou misturas potencialmente neutralizantes. Os
resultados da avaliagdo dos 5 neutralizantes com melhor desempenho para
compostos de amobnio quaternario (cloreto de benzalconio), aplicados contra S.

aureus e P. aeruginosa, encontram-se sumarizados na Tabela 6.

Block (1991) relata que os resultados obtidos por Bergan & Lystad demonstraram
que, a neutralizagdo ocorre nos primeiros minutos de contato do neutralizante com
0 desinfetante, ndo havendo vantagem em prolongar o contato por mais de 30
min. Também se observou que o efeito 1éxico e a eficicia dos neutralizantes varia
em fungao da cepa testada (Reybrouck, 1978, 1979), um resultado esperado, do
ponto de vista de toxicidade, mas inesperado do ponto de vista de neutralizacéo.
Esse resultado ndo sé corrobora a complexidade do fendmeno de neutralizacao,
como tambem deixa clara a necessidade de incluir as varias cepas padrac nos

testes de padronizagio de neutralizantes para o tesie de suspensao.

No teste de neutralizacdo de concentragbes de até 1.000 mg/L de cloreto de
benzalconio, aplicado contra S. aureus e P. aeruginosa, varias substancias ou
combinacdes de substancias se mostraram eficazes. incluindo a lecitina, o suifito
de sodio e a mistura 0,3% de lecitina + 3% de Tween 80 (LP). No teste de

toxicidade, a lecitina, aplicada isoladamente, apresentou efeito inibitorio contra S.
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aureus e P. aeruginosa, porém, em mistura com o Tween 80, esse efeito nao foi
observado, provavelmente devido a solubilizagdo nesse surfactante nao idnico
(Reybrouck, 1978).

No teste de neutralizacdo de 10.000mg/L de cloreto de benzalcdnio, apiicado
contra P. aeruginosa, nenhuma combinagao so de iecitina e Tween 80 se mostrou
eficaz, mas varias outras misturas apresentaram um bom efeito de neutralizagac,
incluindo a combinacao 2% de lecitina + 2% de Tween 80 + 0,5% de tiossulfato de
sodio (LPT). No caso de S. aureus, nenhuma das misturas testadas se mostrou
eficaz, parecendo indicar que, para utilizagdo do método de suspensio na andlise
de desinfetantes a base de cloreto de benzalcdnio, nessa faixa de concentracio,
sera mais seguro combinar a aplicacao de neutralizantes e o método de filtracao,
para se impedir a continuidade da acao antimicrobiana do desinfetante contra

todas as cepas testadas.

3.10. Classificacdo dos desinfetantes no Brasil

A classificacdo dos desinfetantes no Brasil foi feita com base na finalidade de uso,
conforme o Quadro 1 do Anexo IV, e estabelecida pela Portaria N° 15/88 da
DISAD (1988).

O uso de principios ativos em formulacdo de desinfetantes no Brasil deve ser
aprovado pela ANVISA, érgéo fiscalizador subordinado ao Ministério da Sadde.
Sao véarios os principios ativos autorizados para formulagao de desinfetantes e o
Quadro 2 do Anexo V apresenta os compostos autorizados pela Portaria 15, de 23
de agosto de 1988, do Ministério da Satde.

Alguns compostos quimicos foram aprovados somente mais tarde, como € o caso
do cloridrato de polihexametileno biguanida que, através da Portaria 05/89
(DISAD,1989), foi autorizado para compor, juntamente com a clorhexidina, a
classe das biguanidas em formulacdes de desinfetantes.



Ja o acido peracético foi autorizado através da Portaria 122/93 (DISAD,1993)
somente para uso em esterilizantes, desinfetantes hospitalares para artigos semi

criticos e em desinfetantes para inddstria alimenticia.

3.11. Métodos oficiais para avaliar a eficacia antimicrobiana de desinfetantes

no Brasil

A avaliacdo da eficacia pode ser feita por varios métodos, porém, no Brasil, a
Portaria 700 de 08 de maio de 2001, da ANVISA, propds um Regulamento
Técnico que inclui os métodos da AOAC, ultima edicao (Beloian, 1995), como

padrao de analise para registro.

A selecao dos microrganismos a serem usados na avaliagdo é fun¢ao tanto do
aspecto avaliado (atividade bactericida, esporicida ou fungicida), como também da

classificacdo dos desinfetantes quanto a finalidade de uso.

Na Tabela 7 do Anexo V! encontram-se sumariados 0s microrganismos padrao
recomendados pela Portaria 15/88 (DISAD, 1988) para a avaliagdo da eficacia
antimicrobiana dos desinfetantes registrados no Brasil; para a maioria dos usos, é
exigida apenas a avaliagao da atfividade bactericida contra uma cepa Gram
positiva (Staphylococcus aureus) e uma cepa Gram negativa (Salmonella
choleraesuis efou Escherichia coli), incluindo-se Pseudomonas aeruginosa e duas
cepas de Mycobaciterium quando se tratam de produtos destinados ao uso

hospitaiar, 0 que aumenta o ndmero e ¢ grau de resisténcia das cepas avaliadas.



Tabela 6. Resultados da avaliagao do efeito toxico e eficacia de neufralizacdo de 5
neufralizantes para compostos de aménio quaternario, aplicados contra S.
aureus e P. aeruginosa, em diferentes concentracbes do ativo (Reybrouck
1978, 1979).

Cloreto Neutralizagio* Efeito toxico™

Neutralizante benzalcdnio {0 = minima 1 = maxima) (redugdes decimais)

(mgiL)
8. aureus P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa

500 1 - 0,8 >2
L 1.000 - 0.9 . -
10.000 - 0 - -

500 0.9 0 0

P 1.000 - 04-09
10.000 - 0 - -

500 0 0 0
T 10.000 - 0 - -

500 09 - 0 0
LP 1.000 - 1 i, .
10.000 - 0 - -

500 1 - 0 0
LPT 1.000 - - - -

10.000 - 1 - ~

L= 0,3%(pfv) Lecitina; P= 1%(vi) Tween 80; T= 0,5%(p/v} Tiossulfato de sodio; LP= 0,3%(piv)
Lecitina+ 3%(viv)Tween 80; LPT= 2%(p/v) Lecitina + 2%(viv/) Tween + 0,5%(p/v) Tiossulfato de
sodio

* A capacidade de neutralizacdo fol determinada através da férmulal 1E = 1 — (log N¢ — Jog Np),
onde IE = eficiéncia da neutralizacdo, Log N¢ = logaritimo da populagio inicial, Log Np = logaritmo
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da populagdo final, maximo efeito neutralizante = 1, auséncia de efeito neutralizante = 0, limite
aceitavel para ser considerado eficaz = 0,8.

** O efeito toxico foi determinado avaliando-se o ndmero de redugdes decimais numa popuiagdo de
10° UFC/mL de suspensao.

4. MATERIAIS E METODOS.

4.1. Adaptacido do método de suspensio AOAC 960.09 para anilise de
desinfetantes a base de cloreto de benzalconio

4.1.1. MATERIAIS
4.1.1.1. Solugodes de desinfetante

Foram preparadas solugdes de cloreto de benzaiconio p.a. nas concentracbes de
200, 500, 1.000, 6.000 e 10.000 mg/L, utilizando-se agua destilada estéril.

4.1.1.2. Microrganismos teste

Trés culturas de microrganismos padrdo foram utilizadas nos testes:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e
Escherichia coli ATCC 11229.

4.1.1.3. Reagentes e meios de cultura

Foram utilizados 0s seguintes reagentes:

- Agar triptona glicose extrato de carne (TGE) - DIFCO
- Acido sulfarico concentrado p.a. - SYNTH

- Alcool etifico hidratado 92,8° GL

- Alcool etilico p.a. - SYNTH
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- Azul de dissulfina VN 150 - MERCK

- Brometo de dimidium - VETEC

- Caldo Infusao Cérebro Coragéo (BHI) - DIFCO

- Cloroférmio p.a. - MERCK

- Cloreto de benzalcbnio p.a. - VETEC

- Fosfato monopotassico (KH:POy4) p.a. - MALLINCKRODT
- Lauril sulfato de sédio 0,001M - DINAMICA

- lLecitina de soja purex - INLAB

- Tripticase de soja (TSB) - DIFCO

- Tween 80 - SYNTH

4.1.1.4. Materiais diversos
- Agitador de tubos tipo vortex mod. G560 - SCIENTIFIC INDUSTRIES

- Agitador tipo shaker modelo G25 - NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
COMPANY

- Alca de Drigalsky
- Bagueta de vidro

- Balanga analitica modelo AG104, capacidade: 0 a 100g, resolugdo 0,0001g
METTLER

- Balanga semi analitica modelo PB3002, capacidade: 0 a 3.100 g, resolugéo
0,01g METTLER

- Baldes volumétricos de 100 mbL, 1.000 mL e 2.000 mL - BRAND
- Béquer de vidro de 15 mL , 100 mL - SCHOTT

- Bico de Bunsen - BIOMATIC

- Bomba de vacuo modelo XX5500000 - MILLIPORE



Bureta com torneira de tefion, capacidade 10 mL - BRAND
Capela de fluxo unidirecional cilasse 100 modelo VLFS-12 - VECO
Crondmetro digital ref. 696/8 - TECHNOS

Densimetro modelo Densimat - BIO-MERIEUX

Destilador de agua modelo TE178 - TECNAL

Estantes para tubos de ensaio 25x150 mm

Estantes para tubos de ensaio 38x150 mm

Espatula com colher de ago inox 17 cm - RICCi

Estufa incubadora para BOD mod. 347CD - FANEM

Filtro descartavel microfil com funil de 100 mL - MILLIPORE
Funil de vidro diametro 80 mm - PYREX

Manifold microfil 3 posigdes - MILLIPORE

Membrana mist. esteres 0,45 um - 47 mm para filtragdo a vacuo estéril -
MILLIPORE

Pinca de aco inox para membrana - MILLIPORE

Pipetador macrocontrolador - BRAND

Pipetas graduadas estéreis 1, 5e 10 mL

Pipeta volumétrica 1mL - BRAND

Placas de petri descartaveis e estéreis, lisa 90x15 mm - INLAB

Potenciometro modeio pH 1400, capacidade de 0 a 14 pH, resolucao 0,01 pH -
INCIBRAS

Proveta graduada com tampa de polietileno, capacidade 100 mL - PYREX
Termémetro de mercdrio, faixa de -10°C a +62°C, resolugéo 1°C - INCOTERM

Tubo de ensaio autoclavavel 25 mm x 150 mm ref. 9820 - PYREX, com tampa
de ago inoxidavel
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- Tubo de ensaio autoclavavel 38 mm x 150 mm sem marca, com tampa de aco
inoxidavel

4.1.2. Métodos

O procedimenio para realizacdo das analises pelo método de suspenséao
(Germicidal and Detergent Sanitizing Action of Disinfectants AOAC 960.09)
encontra-se descrito no AOAC Official Methods of Analysis 16° Ed. (Beloian, 1995)
e esquematizado na Figura 2.

Neste trabalho, o méfodo foi adaptado definindo-se um procedimento de
neutralizagao capaz de impedir o efeito residual do ativo ulilizado em
concentragdes de 200 a 10.000 mg/L. Para isso, 0 método de suspensao ACAC
960.09 ( Figura 2) foi modificado substituindo-se a etapa de neutralizagédo por uma
etapa de filtragcdo em membrana de éster de celulose com poro de 0,45um de

diametro ( Figura 3).

O preparo da suspensao bacteriana teste foi realizado de acordo com o método de
suspensao (Germicidal and Detergent Sanitizing Action of Disinfectants AOAC
960.09), atraves de 3 repiques sucessivos do microrganismo em agar nutriente
(NA, sigla em ingiés), partindo-se de uma cultura estoque. Antes de sua utilizacao,
a suspensao bacteriana foi ajustada de modo a conter uma populagéo em torno de
1,0x10°UFC/mL. A Figura 4 mostra o esquema simplificado do procedimento
utilizado para preparo do inéculo.

Para a padronizagdo do procedimento de neutralizacio, foram realizados testes
preliminares utilizando-se solucdes de cloreto de benzalconio p.a. em varias
concentracdes (200, 500, 1.000, 6.000 e 10.000 mg/L) e microrganismos testes
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e E.
coli ATCC 11229. Uma vez padronizada a etapa de neutralizacdo, a eficacia da
modificacdo foi confirmada com desinfetantes comerciais de marcas que

apresentavam formulacdes com cloreto de benzaiconio.
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Figura 2. Esquema simplificado do método de suspensiio AQDAC 960.09
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4.1.2.1. Avaliacao da eficacia dos procedimentos de filtracio

Foram avaliados dois procedimentos de filtragdo para neutralizagdo do efeito
residual do desinfetante; um enxagiiando-se as membranas por trés vezes
consecutivas com tampao fosfato e outro, substituindo o tampao fosfaio pelo
neutralizante LP1, que consiste na mistura de 0,2% de lecitina + 1,5% de Tween
80.

A avaliacdo da eficiéncia dos procedimentos de filtragédo foi realizada de duas

formas:

1) dosagem do cloreto de benzalcdnio residual nas membranas apés a filtragao

e ¢ enxagle;

2 ) verificacao do efeito inibidor residual sobre microrganismos nas membranas

apos a filtracao - método de tubos e metodo de placas.

4.1.2.1.1. Dosagem do cloreto de benzalcdnio residual nas membranas apés
o processo de filtragao

Esses testes, resumidos na Figura 5, foram realizados com cloreto de
benzalcénio, comparando-se o residual nas membranas enxagtadas com tampao
fosfato ou neutralizante LP1 e o residual nas membranas sem enxagiie (controle
positivo ).

4.1.2.1.1.a. Enxagiie com tampao fosfato

Inicialmente, foi adicionado um volume de 20 ml de tampéao fosfato ao copo do
porta-filtro. Em seguida, 1 mL de uma solugdo de cloreto de benzalconio na
concentragdo de 10.000 mg/L foi adicionado ao copo e procedeu-se a filtragdo.

Apos a filtragdo, a membrana foi enxagiiada por trés vezes sucessivas, 100 mL

por vez, com tampéac fosfato.

A membrana foi transferida para um recipiente com 10 mL de agua destilada e

submetida a agitagdo no agitador tipo shaker por 156 min.

Apds a agitagao, foi feita a dosagem do cloreto de benzalcénio residual recolhido

no liquido, através da titulagdo do tensocativo catidnico com um tensoativo
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anidnico, utilizando como indicador, uma solugdo mista de bromeio de dimidio
(catidnico vermelho) e azul de dissulfina (anidnico azul), conforme a metodologia
descrita em LONGMAN (1977).

4.1.2.1.1.b. Enxagiie com LP1

Inicialmente, foi adicionado um volume de 20 mL de LP1 ac copo do porta-filfro.
Em seguida, 1 mL de uma solucdo de clorelo de benzalcdnio, na mesma
concentracao utilizada no procedimento anterior, foi adicionado ao copo e
procedeu-se a filtracdo. Apds a filtracdo, a membrana foi enxagliada por trés
vezes sucessivas, 100 mbL por vez, com LP1. A membrana foi transferida para um
recipiente com 10 mbL de agua destilada e submetida a agitagcdc no agitador tipo
shaker por 15 min. Apos a agitagao, foi feita a desagem do cloreto de benzalcdnio
residual recolhido no liquido, utilizando-se a metodologia, segundo LONGMAN
(1977).

4.1.2.1.1.c. Controle positivo { sem enxagiie)

iniciaimente, foi adicionado um volume de 20 ml. de tampéao fosfato ao copo do
porta-filtro. Em seguida, 1 mL de uma solugao de cloreto de benzalcdnio, na
mesma concentracao utilizada no procedimento anterior, foi adicionado ao copo e
procedeu-se a filtragdo. Apds a filtragcdo e sem enxagiie posterior, a membrana foi
transferida para um recipiente com 10 mL de agua destilada e submetida 2
agitacao por 15 min.

Foi feita a dosagem do cloreto de benzalcdnio residual recolhido no liquido,
utilizando-se a mesma metodologia citada anteriormente.
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4.1.2.1.2. Avaliacao do efeito inibidor residuali nas membranas apds a
filtracao

4.1.2.1.2.a. Método de tubos

Esses testes foram realizados com cloreto de benzalcénio em concentracdes
conhecidas, comparando-se o efeito inibidor residual do desinfetante nas
membranas enxagladas com TF ou LP1 e o residual na membrana sem
desinfetante (controle negativo). Cada um desses procedimentos foi feito com 5
repeticbes, para analise de varidncia. As concentragdes, em mg/l., da solucdo de
cloreto de benzalcdnio testada foram: 500, 1.000, 6.000 e 10.000.

Apos a filtracdo da solugao desinfetante com enxagiies subseqientes com TF ou
LP1, a membrana foi transferida para tubo contendo Caldo Infusdo Ceérebro
Coracao (BHI, sigla em inglés) ou Caldo Tripticase de Soja (TSB, sigia em inglés),
seguida de agitagao vigorosa dos tubos.

Cada tubo foi inoculado com uma suspensao do microrganismo teste ( Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 e Escherichia coli ATCC 11229 para o tubo contendo
TSB e Staphylococcus aureus ATCC 6538 para o tubo contendo BHI), na faixa de
10° UFC/mL e incubado a 35°C/48h. Foi realizada a contagem de sobreviventes
(UFC / mL) no caldo apds a incubacéo, através de plaqueamento “pour plate’
utilizando-se 0 meio TGE (35°C/48h), e finalmente, observada a ocorréncia ou hao
de diferenca significativa entre as contagens obtidas. A Figura 6 apresenta o
esquema simplificado dos testes .
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Figura 6. Esquema simplificado do teste de verificac@o do efeito inibidor residual

nas membranas apoés a filtracdo — metodo de {ubos
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4.1.2.1.2.b. Método de placas

Esses testes foram realizados com cloreto de benzalconio numa concentracéo de
10.000 mg/L, comparando-se a atividade bacteriostatica do desinfetante residual
nas membranas enxagliadas com o residual nas membranas sem enxagle
(controle positivo).

inicialmente, foram preparadas placas de Petri contendo Agar Triptona Glicose
Extrato de Carne (TGE ) e 0,1 mL de uma suspens&o do microrganismo alvo foi
espalhado na superficie das placas de TGE com auxilio de alga de Drigalsky.

Cada uma das membranas utilizadas para filtragdo de 1 mL da solucéao de cloreto
de benzalcbnio foi colocada no interior da placa contendo o meio TGE

previamente inoculado com o microrganismo alvo.

As placas foram incubadas a 35°C / 48h e foi observada a ocorréncia ou nao de

halo de inibicao ao redor da membrana. A Figura 7 apresenta o esguema
simplificado dos testes .
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4.2. Estudo comparativo do método de diluigdo de uso e método de
suspensao adaptado

4.2.1. MATERIAIS
4.2.1.1. Solucodes de agentes desinfetantes

Foram utilizados desinfetantes a base de cloreio de benzalconio, disponiveis no
mercado brasileiro para uso geral e uso na indastria alimenticia. Os desinfetantes
foram testados nas concentracbes e tempos de contato recomendados pelos
fabricantes e também em concentracbes menores, utilizando-se neste caso, agua
destilada estéril para diluigdo. Todas as concentragbes testadas foram obtidas a
partir da informacéo contida no rétulo do produto. Foram analisadas 8 marcas de
desinfetantes em variadas concentragdes, onde cada teste foi realizado em

triplicata para cada um dos métodos

4.2.1.2. Microrganismos feste

Na andlise dos desinfetantes de uso geral foram ulilizadas as cepas padrao
adotadas no Brasil pelo INCQS, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Salmonella
choleraesuis ATCC 10708. Na analise dos desinfetantes para uso na industria
alimenticia foram utilizadas as cepas padrao Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Escherichia coli ATCC 11229.

4.2.1.3. Reagentes e meios de cultura

- Agar bacteriolégico - DIFCO

- Agar triptona glicose extrato de carne (TGE) - DIFCO
- Alcool etilico hidratado 92,8°GL

- Asparagina p.a. - SYNTH

- Caldo Letheen - DIFCO
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- Caldo nutriente n° 2 - DIFCO

- Cloreto de benzalconio p.a. - VETEC

- Fosfato monopotassico (KH2PO4) p.a. - MALLINCKRODT
- Hidroxido de sédio p.a. - SYNTH

4.2.1.4. Materiais diversos

- Agitador de tubos tipo vortex, modelo G560 -~ SCIENTIFIC INDUSTRIES

- Agitador tipo shaker modelo G25 - NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
COMPANY

- Alca de Drigalsky
- Alca de inoculagao
- Bagueta de vidro

- Balanca analitica modelo AG104, capacidade: 0 a 100 g, resolucéo 0,0001 g
METTLER

- Balanca semi analitica modelo PB3002, capacidade: 0 a 3.100 g, resolucao
0,01 g METTLER

- Baldes volumétricos de 1.000 mL e 2.000 mL - BRAND

- Béquer de vidro de 100 mbL - SCHOTT

- Bico de bunsen - BIOMATIC

- Bomba de vacuo modelo XX5500000 - MILLIPORE

- Capela de fluxo unidirecional classe 100 modeio VLFS-12 - VECCO

- Cilindros de aco inoxidavel tipo 304, SS818-8, polido com 8+1 mm (didmetro

externo) x 6x1mm (didmetro interno) x 10+1mm {comprimento) - FISHER
SCIENTIFIC

- Crondmetro digital ref. 696/8 - TECHNOS
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Densimetro modelo Densimat - BIO-MERIEUX
Destilador de agua modelo TE178 - TECNAL
Erlenmeyers de 250 mL e 1.000 mL

Espatuia com colher de ago inoxidavel 17 cm - RICCI
Estantes para tubos de ensaio 25x150 mm

Estantes para tubos de ensaio 38x150 mm

Estufa incubadora para BOD mod. 347CD - FANEM

Filtro descartavel microfil com funil de 100 mL - MILLIPORE
Funil de vidro didmetro 80 mm - PYREX

Gancho de transferéncia com 50-70 mm, de fio Nichrome BS n°® 18
Manifold microfil 3 posices - MILLIPORE

Membrana mist. esteres 0,45 ym- 47 mm para filtracdo a vacuc estéril
MILLIPORE

Papel de filtro Whatman n° 2

Pin¢a de aco inox para membrana - MILLIPORE

Pipetador macroconirolador - BRAND

Pipetador portétil - DRUMMOND SCIENTIFIC COMPANY
Pipetas graduadas estéreis 1, 5e 10 mL

Placas de petri descartaveis e estéreis, lisa 80 x 15 mm - INLAB

Potenciometro modelo pH 1400, capacidade de 0 a 14 pH, resolugao 0,01 pH -
INCIBRAS

Termometro de mercurio, faixa de -10°C a +62°C | resolucgo 1°C — INCOTERM

Tubo de ensaio autoclavavel 25 mm x 150 mm ref. 9820 - PYREX, com tampa
de aco inoxidavel
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- Tubo de ensaio autoclavavel 38 mm x 150 mm sem marca, com tampa de aco
inoxidavel

4.2.2. Métodos

4.2.2.1. Método de suspensdo adaptado

O método de suspensdo adaptado, conforme esquema da Fgura 3, foi uma
modificagéo do metodo de suspenséo da AOAC 960.09, na qual a neutralizagao
por processo quimico foi substituida por processo mecanico, através de filtracao

com filtro de membrana de 0,45um de porosidade.

O preparo da suspensao bacteriana teste e a quantificagdo do indculo inicial foram
realizados conforme a metodologia da AOAC 960.09.

A neutralizac@o da aco da solugdo desinfetante foi realizada apés 30 segundos
de contato entre esta e o microrganismo teste, pela filtracdo de 1 mL da solugao
de desinfetante mais microrganismos, diluida em 100 ml de tampéo fosfato, e
seguida por 3 enxagles sucessivas com a solucdo tampao. A seguir, a membrana
foi posicionada sobre uma placa coniendo meio TGE, incubada a 36+1°C/48h e

procedeu-se a contagem do nimero de sobreviventes.

O desinfetante, para ser considerado eficaz através do tfeste de suspensao

adaptado, teve que promover pelo menos 5 redugdes logaritmicas, ou seja, reduzir

pelo menos 99,999% da populagao bacteriana.

4.2.2.2. Método de diluicdo de uso da AOAC

O teste de diluicdo de uso da AOAC avalia, qualitativamente, a eficiéncia
bactericida de desinfetantes através da utilizagdo de cilindros carreadores de
dimensdes padronizados. O preparo da suspensio bacteriana teste foi realizado
através de 4 repiques sucessivos do microrganismo (os primeiros trés repiques de

24h/362+1°C e o gquarto de 48h/36+1°C) em caido nutriente, partindo-se de uma
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cuitura estoque. O repique foi feito através de transferéncia de uma aicada da
massa celular em 10 mL de caldo nuiriente, com auxilio de uma alga de
inoculagdo. A Figura 8 mostra um esquema simplificado do procedimento de
preparo do intculo, segundo o método de diluigao de uso da AOAC.

Os cilindros de aco inoxidavel foram previamente preparados para o teste,
merguihando-os em solugdo de NaOH 1N durante uma noite. Apds a remogéao
{otal de NaOH através da passagem dos cilindros em agua corrente e em agua
destilada, os cilindros foram imergidos em solugao de asparagina a 0,1% (p/v) e
autoclavados a 121°C/20min.

A etapa de contaminagéo dos clindros carreadores foi feita através da sua imersao
na suspensao bacteriana por 15 min em temperatura ambiente. Em seguida, os
cilindros foram colocados em posigéo vertical, dentro de uma placa de Petri estéril
previamente forrada com 2 fothas de papel de filtro. A placa com os cifindros fo

incubada a 36+1°C durante 40 min para a secagem.

Apo6s a secagem, cada um dos cilindros contaminados foi colocado em contato
com a solugdo desinfetante durante 10 min e em seguida foi feita a neutralizagao
da acao desinfetante residual no cilindro. A etapa de neutralizacdo foi realizada
mergulhando-se cada cilindro nos primeiros 10 mL de caido Letheen durante 20
min e depois, a fransferéncia final num outro tubo contendo 10 mL do mesmo
caldo de subcultivo. Todos os tubos contendo caldo Letheen foram incubados a
36+1°C/48h. O desinfetante, para ser considerado eficaz através do teste de
diluicdo de uso, devera ser capaz de destruir os microrganismos teste em 59 dos
60 cilindros utilizados,conforme descrito no AOAC Official Methods of Analysis 15°
Edicao (Beloian,1984). A Figura 9 mostra o fluxograma simplificado de analise
pelo método de diluicdo de uso da AOAC.
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Figura 8. Preparo do indculo - Método de Diluicdo de Uso



36+1°C/40min

placa de petri esténil
com 2 folhas de
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(4° repique de 48h)
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! = 48h e
) | | ) p ||| e
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Figura 9. Esquema do método de diluigfo de uso
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Adaptacdao do método de suspensiao AOAC 960.09 para analise de
desinfetantes a base de cioreto de benzaiconio

5.1.1. Dosagem do teor de cloreto de benzalcdnio residual nas membranas
apos o processo de filtragdo

Os resultados da dosagem do teor de cloreto de benzalconio residual nas

membranas apods o processo de filtracdo encontram-se apresentados na Tabela 8.

Pode-se observar que, apds a filtragdc da solugdo a 10.000 mg/L, mesmo sem
enxaglie apenas 0,31% do principio ativo permaneceu retido na membrana (10mg
filtrados, 0,031 mg retidos, em meédia). Tanto o enxagiie com LP1 quanto o
enxagiie com tampéao fosfato mostraram-se igualmente eficientes para eliminar
esse residuo, n&o sendo detectada a presenca do principio ativo nas membranas
apés a aplicagao desses dois procedimentos.

5.1.2. Verificacao do efeito inibidor residual nas membranas apoés a filtragao
utilizando o método de tubos.

Os resultados da avaliacio do efeito inibidor residual nas membranas utilizando o
método de tubos encontram-se apresentados na Tabela 9.

Em cada uma das situagdes testadas (enxagiie com TF, enxagiie com LP1 e sem
desinfetante), foram determinados parametros estatisticos para andlise de

variancia.

Na inferpretagao através da analise de variancia, verificou-se que na maioria dos
casos, nao houve diferenca significativa entre as 3 situacgBes, com nivel de
significancia de 99%.
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Os resultados demonstraram que a presenca da membrana né&o interferiu no
crescimento da cultura em caldo, tanio enxagiiada com tampao fosfato como

enxaguada com LP1, confirmando, mais uma vez a eficiéncia da filtragio.

Tabela 8. Teor de cloreto de benzalconio residual nas membranas apds o

processo de filtragao de 1 mb da solugéc a 10.000 mg/L.

Quantidade Quantidade residual na membrana {mg}
- inicial i i .
Repeticao Sem enxagle Enxague com Enxague com LP1
adicionada tampao fosfato
(mg)

1 10,021 0,025 ND ND

2 10,003 0,033 ND ND

3 10,017 0,033 ND ND

Média 10,013 0,031 - -

ND = N&o Detectado
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Tabela 9. Verificacao do efeito inibidor residual nas membranas apés a filtrago de
solucdes de cloreto de benzalcbnio utilizando o método de tubos.

Contagem final de microrganismos

Cloreto {Log UFCImL})
benz:{:é-nio Cepa Indicador 1. 2. 3. Anlise de .
{mgil) estalisicc  ppxag.  Enxag. com Sem desinfetante -variancia
com TF LP1
8. sureus m 9,36 9,10 9,53 Nao houve diferenca
& 0,43 0,11 0,10 significativa
cv 4,59 1,25 1,09
10.000 u 7.56 8,11 8,35 _
E. colf o 0.69 0,32 1,46 Nzo houve diferenca
v 9,17 4,01 17,43 significativa
H 8,85 9,90 9,83 Nao h it
Saimonelia o 0,15 0,14 0,08 8o houve diferenca
CV 1.50 1,39 0,56 significativa
B 8,55 8,67 8,99 5o houve di
E. coli < 0,49 0,47 0,28 do houve diferenca
oV 577 5.47 313 significativa
6000 u 8,18 8,24 8,39
S- aureus o 1.01 082 0.64 Nao houve diferenca
cv ’ ' ’ significativa
12,33 9,94 7.64
B 943 10,13 9,71 ] _
Salmonella o 0,39 0,48 0.08 Nao houve diferenca
oV significativa
4.09 4,76 0,81
u 8,23 8,52 9,01
1000 S- aureus G 0.26 0.53 0.14 N&o houve diferenca
oV ’ ’ ' significativa
283 6,24 1,55
® 9,54 9,84 10,06
£ colf s 0.48 015 013 Nao houve diferenca
' cV 5’05 1’ 48 1’30 significativa
S. aureus i 9.33 8.60 9,12 Nao h i
! o 0 houve diferenca
cv gg? gzz ggg significativa
200 H 9,49 8,96 10,05 )
Salmonelia o 017 0,72 0,31 HO;:?; edgege;f;a
cv 1,77 8,09 3,00
£. coli n 8,51 8.98 8,48 o oo i
o 1,11 0,70 1,42 40 NIouve direrenca
) ' ‘ significativa
cv 12,99 7.77 16,76 9

* 1 = média; ¢ = desvio padréo ; CV = coeficiente de variagio
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5.1.3. Verificacac do efeito inibidor residual nas membranas apés a filtracéao

utilizando o método de placas

Os resultados do efeito inibidor residual nas membranas apos © processo de

filtragac encontram-se apresentados na Tabela 10.

Pode-se observar que, mesmo depois do simples processo de filtragdo, sem
enxagie, nenhuma formagao de halo de inibigdo foi encontrado ac redor das

membranas, confirmando a eficiéncia da filtracao.

Tabela 10. Avaliacado do efeito inibidor residual nas membranas apds o processo
de filtragdo de 1 mlL da solugdo de cloreto de benzalcdnic a 10.000

mg/L utilizando o método de placas.

Efeito inibidor residual

Microrganismo Repeticio  Sem enxagiie

...ENxXague com ....Enxague con

{controle +) TF LP1

S. aureus 1 ND ND ND
ATCC 6538 2 ND ND ND
3 ND ND ND

S. choleraesuis 1 ND ND ND
ATCC 1070 2 ND ND ND
3 ND ND ND

E. coli 1 ND ND ND
ATCC 11229 2 ND ND ND
3 ND ND ND

ND = Nao Detectado
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5.2. COMPARAGAO ENTRE O METODO DE DILUICAO DE USO E O METODO
DE SUSPENSAO ADAPTADO

A etapa de filtracdo mostrou-se um eficiente substituto da etapa de neutralizacdo
quimica no método de suspenséo, conforme os resultados anteriores. Enfretanto,
para verificar a eficacia do método de suspenséo adaptado, foi necessaria uma

avaliagdo comparativa em relacao ac método de diluicdo de uso.

Os resultados globais da comparacio entre os dois métodos enconiram-se

sumariados nas tabelas 11, 12 e 13 (Anexos |, Il e lll, respectivamente } .

Foram realizados 174 testes utilizando os métodos de diluicdo de uso e
suspensac adaptado em paralelo, nas analises de 13 amostras de desinfetantes,
variando-se a concentracaoc e a cepa testada. Na interpretacdc dos resultados
foram utilizados os critérios recomendados pela AOAC, para considerar o

desinfetante eficaz ou nao contra a cepa testada, ou seja:

¢ Teste de diluicdo de uso — eficaz quando ndo mais do que 1 cilindro

apresentou sobreviventes, denire os 60 testados naquela concentragao.

+ Teste de suspensao - eficaz quando o namero de redugdes decimais foi maior

ou igual a 5,0 Log UFC/mL naquela concentragao.

Dos 174 testes realizados, 123 (70,7%) apresentaram concordancia entre os
resultados, isto &, os dois métodos aprovaram ou reprovaram o desinfetante. Em
51 testes (298,3%) foi observada discordancia, com 46 (26,4%) reprovados no teste
de diluicBo de uso e aprovados no teste de suspens@c adaptado, e 5 (2,9%)
aprovados no teste de diluicAo de uso e reprovados no teste de suspensao
adaptado ( Tabela 14).

Dos 174 testes, 66 foram efetuados em concentragio até 200 mg/L e 108 testes
com concentracdes acima de 200 mg/L. O grau de concordancia entre os 2

métodos foi maior que a discordancia em toda faixa de concentragdo testada
(Tabela 15).
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Tabela 14. Comparacao entre os dois métocdos de avaliagdo da eficiéncia de

desinfetantes a base de cloreto de benzalconio

Concordancia entre os metodos Discordancia entre 0s metodos
Aprovagdo Reprovacio Aprovado pelc método diluicao Reprovado pelo método diluicdo de
pelos 2 pelos 2 métodos | de uso e reprovado pelo método uso e aprovado pelo método de
méiodos de suspensao adaptado suspensao adaptado
117 testes 08 testes 5§ testes 48 testes
0,
(67.2%) (3,5%) (2,9%) (26,4%)

Tabela 15. Grau de concordancia e discordancia entre os 2 métodos, em fungao

da faixa de concentracao de cloreto de benzalconio.

<200 g/l (total 66 testes) 2200 mg/L (total 108 testes)
Concordancia Discordancia Concordancia Discordancia
59,1% (39/66) 40,9% (27/66) 77,8% (84/108) 22,2% (24/108)
Aprovagdo Reprovagde  Aprovadopelo  Reprovade pelo | Aprovagdc  ReprovacBo  Aprovado peio Repravado pelo
pelos 2 pelos 2 métodoe diluicao método diluigao pelos 2 pelos 2 método diluigao método diluig@o
métodos métodos deusce deusce meétodos métodos deusoe deusoe
reprovado pelo  aprovado pelo reprovado pelo aprovade pelo
método de método de metodo de metodo de
suspensio suspensao suspensio suspensac
adaptado adaptado adaptade adaptado
33 06 03 23 84 0 02 22

Nas concentracbes menores que 200 mg/l, o indice de reprovacio dos festes
pelo método de diluigdo de uso foi maior do gue pelo método de suspensao
adaptado; estes resultados corroboraram com a hipotese de que a fixacdo dos

microrganismos no carreador, com a conseqiente formagéo de biofilmes, pode
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oferecer protecao as células contra a agao do principio ativo, tornando o método
de diluico de uso mais rigoroso do que o método de suspensio, na aprovacio de
um desinfetante. Porém, mesmo em concentragbes muito superiores, o método de
diluicdo de uso continuou reprovando mais em relagdo ao método de suspensao
adaptado, isto ocorre devido & sua baixa repetibilidade (baixc grau de
concordancia dentro do método), e que podera ser observada nas avaliacbes
subseqlentes.

Foi estudada a possibilidade de se padronizar o método de suspensaoc para toda
faixa de concentracio. Entretanto, nas concentragSes menores (até 200 mg/L), o
método aprovou um numere muito maior de amostras do que o método padrao
oficial (diluigdo de uso), ou seja, a discordancia entre os resultados obtidos pelos

dois métodos foi maior.

Para avaliacio do grau de concordancia dentro de cada método, foram efetuadas
analises em ftriplicata. Do total de 58 triplicatas, 48 (82,7%) apresentaram
concordancia entre si dentro do método de suspensdo adaptado, contra 33
(56,9%) no metodo de diluicdo de uso (Tabela 16).

TABELA 16. Avaliacao da repetibilidade entre os testes em triplicata

Método de suspensao Método de diluicao de uso

Concordancia Discordancia Concordancia Discordancia
............ 827%......... 17.3% 56.9% 43,1%
{48/58) {10/58) (33/58) (25/58)

Do total de 58 triplicatas, metade foram testadas em concentragbes menores ou
iguais a 200 mg/L e as outras 29 triplicatas, em concentracbes maiores que 200
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mg/L. Tanto em concentracbes até 200 mg/lL. quanto em valores maiores, ©
método de suspenséo adaptado mostrou maior concorddncia dentro das analises

em triplicata:

» Em concentragbes até 200 mg/L, observou-se 72,4% (21/29) de concordancia
pelo método de suspensdo contra 44,8% (13/29) pelo método de diivicdo de

UsQC.

» Em concentra¢des maiores que 200 mg/L, o método de suspensio adaptado
mostrou um grau de concordancia de 93,1% (27/29), enquanto que o método
de diluicao de uso apresentou grau de concordancia de 69% (20/29).

Fato importante que deve ser observado & que, em concentragbes acima de 200
mg/L, a discordancia entre os resultados das analises em triplicata foi maior no
método de diluicdo de uso (31%) do que no método de suspensdo adaptado
(6,9%) (Tabela 17). Esse baixo grau de repetibilidade obtido confirmou os relatos
de Robinson et al. (1988),.Coie et al. (1987a,1987b), Cremieux & Fieurette (1991),
Andrade & Macédo (1996), Alfano et al. (1988) e Myers (1988), que se referiram
aos fatores que influem na variabilidade do método de diluicao de uso.

Tabela 17. Avaliacio de repetibilidade de cada método, em fungdo da faixa de

concentracéo testada.

Meétodo de suspensao adaptado Método de diluigao de uso

Concordancia Discordancia Concordancia Discordancia

Até 200 Acimade Até 200 Acima de Até 200 Acima de Até 200 Acima de
mg/l 200 mg/L mg/L 200 mg/L mg/L 200 mg/l. mg/L 200 mg/l.

72.4%  93.1% 27,6% 6.9% 44.8% 6% 55,2% 31%
(21129)  (27/29) (8/29) (2/29) (13/29) (20/29) (16/29) (9/29)
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Em relaci&o ao microrganismo teste (Tabela 18), do total de 19 triplicatas de
analises com E£. coli, o grau de concordancia no método de suspensao (84,2%) foi
superior ao metodo de diluicdo de uso (57,9%). Observou-se também que, para o
S. aureus, o grau de concordancia dentro do metodo de suspensac foi superior
{85,7%) ao método de diluicdo de uso (66,7%). O mesmo ocorreu para a S.
choleraesuis, onde 77,8% das ftriplicatas apresentaram concordancia dentro do
método de suspensao, contra 44,5 % no metodo de diluicdo de uso.

Dessa forma, verificou-se que o método de suspensao adaptado apresentou uma
repétibilidade maior que o meétodo de diluicdo de uso, independentemente do
microrganismo teste. Quanto ao método de diluicdo de uso, a baixa repetibilidade
ocorrida veio a confirmar o relato de Robinson et al. (1988), no que diz respeito ao
grau diferenciade de adesac de diferentes microrganismos sobre os cilindros
carreadores.

Tabela 18. Percentagem de repetibilidade em triplicata de andlises, em funcao do
tipo da cepa testada.

E. coli S. aureus S. choleraesuis
método de metodo de meétodo de método de meétodo de metodo de
SUSPENnsao diluicdo de uso | suspensao dilui¢ao de uso suspensao diluic&o de uso
adaptado adaptado adaptado
84,2% 57,9% 85,7% £86,7% 77.8% 44.5 %

A vantagem do método de suspenééo adaptado em relagdo ao método de diluicao
de uso reside na repetibilidade maior apresentada, além de economia de tempo e

de materiais requeridos.

Sob esses aspectos, 0 método de suspensao adaptado mostrou-se eficiente para
determinar a atividade bactericida de desinfetantes a base de cioreto de
benzalconio, sendo uma boa alternativa para substituir o metodo de diluicao de
uso para concentracdes acima de 200 mg/L do mesmo principio ativo.



6. CONCLUSOES
A parlir dos resultados obtidos neste frabalho, conclui-se:

6.1. O processo de filtragdo, com subseqiente enxagiie das membranas com
neutralizante LP1 ou com TF, ¢ eficiente para eliminacdo da atividade residual do
cloretoc de benzaicdnio sobre os microrganismos testados, viabilizando sua

utilizacdo dentro do méfodo de suspensao adaptado.

6.2. Na comparacao entre 0s 2 métodos, evidenciou-se um grau de concordancia
maior (70,7%) do que de discordancia (29,3%), ou seja, mais da metade do total
de testes comparativos apresentaram concordéancia entre os 2 métodos.

6.3. Nas avaliagcbes dentro de um mesmo método, o teste de diluicdo de uso
apresentou um menor grau de repetibilidade que o de suspensdo adaptado,
independentemente da concentragdo da solugdo desinfetante e tipo de
microrganismo testado.

6.4. O metodo de suspensao adaptado apresenta-se como um bom método
alternativo quantitativo para avaliar a atividade bactericida de desinfetantes a base
de cloreto de benzalcbnio, na faixa de concentracdc bactericida recomendada
pelos fabricantes, ou seja, acima de 200 mg/L..
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7. ANEXOS
ANEXO |

Tabela 11. Resultados dos testes de avaliacdo da eficiéncia bactericida de
solucdes de cloreto de benzalcOHnic frente a E. coli, utilizando-se os

metodos de diluicdo de uso e o de suspensio adaptado.

Conc. Codigo da Teste de Teste de suspensioc
{mg/L.} Cepa amostra® diluicao de ) adap!.:ado
uso ** Reducao decimal em {log
UFCImL)~
10.000 E. coli 10 0/60 >7,17
10.000 £ coli 10 0/60 5,61
10.000 E. coli 10 0/60 5,01
7.900 E. coli 2 0/80 >7,09
7.900 E. coli 2 /60 >7.56
7.900 E. coli 2 0/60 >6,12
7.500 E. coli 4 0/60 >7,09
7.500 E. coli 4 1/80 >6,12
7.500 E. coli 4 0160 >7,59
7.400 E. coli 3 1/60 >7,09
7.400 E. coli 3 1/60 >7,09
7.400 E. coif 3 1/60 >7,09
7.100 E. coli 1 0/60 >7,09
7.100 E. coli 1 0160 >6,12
7.100 E. coli 1 0160 >7.17
5.000 E. coli 9 2/60 6,98
5.000 E. coli 9 2/60 6,12
5.000 E. coli ] 0/60 >7 50
5.000 E. coli 11 0/60 6,60
5.000 E. colf 11 0/60 6,60
5.000 E. colf 11 3/60 6,60
1.805 E. cali 6 1/60 756
1.805 E. coli 6 0/60 >6,12
1.805 E. coli 6 2160 >7,17
1.000 E. coli 0 0/60 >6,46
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Tabela 11. Continuagao

Conc. Codigo da Teste de Teste de suspensio
{mglL} Cepa amostra®  diluigdo de _ adapfado
uso Redugio decimal em (log
UFCImL)™
1.000 E. cofi 0 0/60 >6,80
1.000 E. coli 0 0/60 7.56
500 E. coli 0 0/60 >8,75
500 E. coli 0 2/80 >6,80
500 E. coli 0 8/60 57,56
500 E. coli 10 0/60 >7.17
500 E. coli 10 0/60 >7,17
500 E. coli 10 0/60 6,38
390 E. coli 5 0/60 6,38
390 E. coif 5 0/60 6,12
390 E. coli 5 3/60 >7,59
200 E. colf 0 0/60 5,94
200 E. coli 0 0/60 6,80
200 E. coli 0 1/60 >7.56
200 E. coli 10 1/60 7,17
200 E. coli 10 1760 >7.17
200 E. coli 10 0/60 6.38
200 E. coli 11 1160 >7.99
200 E. coli 11 2/60 >7.99
200 E. col 11 3/60 ~7.99
150 E. coli - 2/60 >7,56
150 £. coli 7 0/60 4,04
150 E. coli 7 0/60 >6,12
150 E. coli 8 2/60 410
150 E. coff 8 0760 >7,56
150 E. coli 8 0/60 >6,12
100 E. coli 7 1/60 >6,98
100 E. cofi 7 1/60 >7,56
100 E. coli 7 0/60 >B,12
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Tabela 11. Continuagao

Conc. Codigo da Teste de Teste de suspensao
{mgafL) Cepa amostra*® diluicao de adaptado
P uso = Reducao decimal em {log
UFCimLy™
20 E. coli 9 15/60 5.4
20 E. coli 9 4/80 3,03
20 E. coli 9 4/60 <477
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ANEXO Hi

Tabela 12. Resultados dos testes de avaliagdo da eficiéncia bactericida de
solucbes de cloretc de benzalcénio frente a S. choleraesuis,

utilizando-se os métodos de diluicdo de usc e o de suspensio

adaptado.
Conc. Codigoe da Teste de Teste de suspensac
{mgiL} Cepa amostra® diluigdo de ) adap?ado
uso ** Reducao decimal em {iog
UFCimLy™
10.000 S. choleraesuis 12 0/e0 >7.22
10.000 S. choleraesuis 12 0780 >7.22
10.000 S. choleraesuis 12 0/60 >7,22
7.400 S. choleraesuis 3 060 >7,50
7.400 S. choleraesuis 3 0/80 >7.64
7.400 S. choleraesuis 3 o/60 >7.63
8.700 S. choleraesuis 2 080 >7.,65
6.700 S. choleraesuis 2 /80 >5,51
6.700 S. choleraesuis 2 0/60 >7,63
1.000 S. choleraesuis 0 0/60 >7.30
1.000 S. choleraesuis 0 2160 7,13
1.000 8. choleraesuis 0 1/60 >7.76
500 8. choleraesuis 0 0/60 >7,27
500 S. choleraesuis 0 0/80 >7.61
500 S. choleraesuis o 3180 >7,76
390 S. choleraesuis 5 /60 5,38
380 S. choleraesuis 5 060 >5,561
390 8. choleraesuis 5 /60 >7.63
375 S. choleraesuis 4 1/60 4,50
375 S. choleraesuis 4 /60 >7.,64
375 S. choferaesuis 4 1/60 7,63
200 S. choleraesuis 0 2160 >7,30
200 8. choleraesuis 0 1/60 >7.45
200 S. choleraesuis 0 1/60 >7.61
200 S. choleraesuis 12 36/60 >6.74
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Tabela 12 Continuacao

Conc. Cdédigo da Teste de Teste de suspensac
(mgiL) Cepa amostra* diluigio de adaptado
uso ** Redugao decimal em (iog
UFC/mL)*
200 S. choleraesuis 12 15/60 >8,74
200 S. choleraesuis 12 0/60 >6,74
150 S. choleraesuis 7 0/60 >7,66
150 S. choleraesuis 7 3/60 >7.63
150 S. choleraesuis 7 0/860 »5,51
150 S. choleraesuis 2 1/60 7,51
150 S. choleraesuis 2 0/60 7.64
150 S. choleragsuis 2 0/60 >7,63
150 S. cholerassuis 1 1/60 >7.57
150 8. choleraesuis 1 060 >7.64
150 S. choleraesuis 1 2160 >7.42
150 S. choleraesuis 4 4/60 >7.45
150 S. choleraesuis 4 1/60 >7 64
150 S. choleraesuis 4 1160 6,82
100 S. choleraesuis 2 0/60 7,47
100 S. choleragsuis 2 2/60 >7.64
100 S. choleraesuis 2 060 7,33
100 S. choleraesuis 1 2/60 8,88
100 S. choleraesuis 1 0/60 7,64
100 S. choleraesuis 1 1/60 7,42
100 S. choleraesuis 4 2/60 >7,681
100 S. choleraesuis 4 0/60 6,94
100 S. choleraesuis 4 0/60 4,91
50 8. choleraesuis 2 4/60 >7 57
50 S. choleraesuis 2 2/60 <524
50 S. choleraesuis 2 3/60 <5.02
50 S. choleraesuis 1 4160 <5,05
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Tabela 12 Continuacac

Conc. Cédigo da Teste de Teste de suspensao
{mgiL}) c amostra®  diluicdo de adaptado
epa = .
uso ** Reducdo decimal em {log
UFC/mi
50 S. choleraesuis 1 §/60 8.46
50 S. choleraesiils 1 3/60 559
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ANEXO il

Tabela 13. Resultados dos testes de avaliacdo da eficiéncia bactericida de
solugcdes de cloreto de benzalconio frente a S. aureus, utilizando-se

os metodos de diluicdo de uso e o de suspensao adaptado.

Cong. Cédigo da Teste de Teste de suspensio
{mgiL) Cepa amostra®  diluicio de ) adapfa“
uso ** Reducao decimal em {iog
UFC/mL)*™
10.000 S. aureus 12 0/60 6,95
10.000 S. aureus 12 1/60 >6,95
10.000 S, aureus 12 1160 >8 95
7.800 S. aureus 2 /60 >7,03
7900 S. aureus 2 0160 >7.48
7.900 S. aureus 2 1/60 >6,03
7.800 S. aureus 5 0160 >8,00
7.800 S. aureus 5 0160 >6,03
7.800 S. aureus 5 0/60 >7,17
7.500 S. aureus 4 0/60 >8,00
7.500 S. aureus 4 1/60 >5,03
7.500 S. aureus 4 0/60 >7,17
7.400 S. aureus 3 0/60 >7,03
7.400 S. aureus 3 o160 >7.17
7.400 S. aureus 3 0/60 >6,13
7.400 S. aureus 1 0/60 >7.13
7.400 S. aureus 1 0/60 >6,03
7.400 S. aureus 1 2160 >7,17
7.100 S. aureus 1 0/60 >7,23
7.100 S. aureus 1 /60 >7.03
7.100 S. aureus 1 0/60 >6,03
5.000 S. aureus 11 29/60 >7 48
5.000 S. aureus 11 38/60 >7.48
5.000 S. aureus 11 31/60 >7.48
1.000 S. aureus 0 0/60 <4,35




Tabela 13. Continuagao

Conc. Codigo da Teste de Teste de suspensio
{mg/L) Cepa amostra* dilui¢ao de ) adapfado
uso Reducgao decimal em (log
UFCImlL)**
1.000 S. aureus 0 0/60 >7.52
1.000 S. aureus 0 3/60 >7,14
500 S. aureus 0 1/60 >8.95
500 S. aureus 0 1/60 >7.03
500 S. aureus 0 1/80 >7 .46
200 S. aureus 11 80/60 6,95
200 S. aureus 14 59/60 >B,95
200 S. aureus 11 59/60 >6.95
200 S. aureus 12 0/60 6,05
200 S. aureus 12 0/60 8,47
200 S. aureus 12 1760 6,95
150 S. aureus 7 5/60 »>5.95
150 S. aureus 7 3/80 >7.52
160 S. aureus 7 1/80 6,54
150 S. aureus 8 1/60 =595
150 8. aureus 8 1/60 >7.48
150 S. aureus 8 2160 6,69
150 S. aureus 2 0760 >5,97
150 S. aureus 2 1/60 >7,56
150 S. aureus 2 0/60 >6,03
150 S. aureus 1 3/60 >7.48
150 S. aureus 1 o/e0 6,39
150 S. aureus 1 3/80 >7.15
100 S. aureus 2 1/60 >8,46
100 S. aureus 2 4180 >7.46
100 S. aureus ) 1/60 >7.17
100 S. aureus 1 4/60 6,68
100 S. aureus 1 2/60 >7.46




Tabela 13. Continuacgao

Conc. Codigo da Teste de Teste de suspensao
{mgil) Cepa amostra®  diluicdo de ) adapfado
uso = Reduc¢do decimal em (log
UFCImL)~

100 S. aursus 1 0/80 >6.03

100 S. aureus g 2160 >7,62

100 S. aureus 9 0/60 393

100 S. aureus 9 1/80 599

50 S. aursus 2 2/60 >7,18

50 S. aureus 2 4/60 >7.52

50 S. auvreus 2 36/60 <4,74

50 S. aureus 1 80/60 >7,12

50 S. aureus 1 4/80 7,46

50 S. aureus 1 4/60 8,57

* Amostras analisadas:

g
1.

Cloreto de benzaichnio p.a. “Vetec” - Vetec Quimica Fina Fab 01/2000 Vahd. 01/2003
Desinfetanie “Pinho Jet Plus® Blfalo Fab 05/06/00 — Principio ativo=cloreto de alquil dimetil
benzil amonio a 50%

Desinfetante “Pinho Jet Green” Bifalo Fab 05/06/00 - Principio afivo = 1,2% de cloreto de
alquil dimetil benzil aménio a 50%

Desinfetante “Eucalipto” Bufalo Fab 14/06/00 - Principio ativo = 1,2% de cloreto de alguil
dimetil benzil amonio a 50%

Desinfetante “Jasmin” Bafalo Fab 10/06/00 - Principio ativo = 1,2% de clorete de alquil
dimetil benzll aménio a 50%

Desinfetante "Lavanda” Bofalo Fab 15/06/00 - Principio ativo = 1,2% de cloreto de alguil
dimetil benzil amonio a 50%

Desinfetante “Pinho Jet Marine” Bifalo - Principio ativo = 1,2% de cloreto de benzailcdnio a
50%

Desinfetante “San Pic Lavanda® Reckitt & Colman Fab 17/09/00 - Principio ativo = 2,5%
de mistura de cloreto de algquil dimetil benzil aménio e dloreto de alquil dimetil etil benzil
amdnio a 50%
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8. Desinfetante "Pinho Thor " Bom Bril - Principio ativo = 1,5% de quaternario de ambnio a
50%

9. Desinfetante “Kalipto Eucalipto” Bom Bril - Valid. 05/2004 - Principio afivo = 0,5% de
mistura de cloreto de alquil dimetil amdnio e cloretc de alquil dimetii amodnio a 100%

10. Desinfetante “Batuta ” Cera ingleza Valid. 17/04/04 - Principio ativo = 2% de cloreto de n-
alquil dimetii benzil amdnio a 50%

11. Desinfetante “Nitex-GF-40 Lemon Fresh™ Nippon Chemical Fab. 18/02/02 - Principio ativo =
5% de cloreto de alquil dimetil benzil ambnio a 50%

12. Desinfetante "Sani-T-10" Spartan do Brasil Produtos Quimicos Fab. Fevereiro/2002 -
Principio ativo = 10% de cloreto de n-alquit dimetil benzil amdnio

= N° de cilindros positivos /n° de cilindros testados.
=+ O niumero de redugdes decimais (RD) é defiinido como o logaritmo da contagem antes da

desinfecg&o menos o logaritimo da contagem apds a desinfecgao.



ANEXO v

Quadro 1. Classificacdo de desinfetantes, segundo a Portaria 15/88 do Ministério

da Sadde.
Classe Aplicacao
Uso Geral Produtos para ust doméstice, em ambientes plblicos ou privados; sobre
superficies; emn aparelhos sanitarios, ralos,fossas..
Uso para ind. Produtos para uso em indastrias, cozinhas profissionais, frigorificos, armazéns,
Alimenticia iaticinios & demais estabelecimentos produtores e manipuladores de alimentos; em
superficies onde se da o preparo, consumo e estocagem dos géneros alimenticios.
Liso para Produtos para uso em aguas para piscinas, particulares ou coietivas.
piscinas
Uso para Produtos para uso domestico, em creches, maternidades e hospitais.
lactarios

Uso hospitalar
para superficies
fixas

Produtos para uso exclusivo em hospitais e estabelecimentos relacionados com o
atendimento a salde; em pisos, paredes, mobilidrio.

Uso hospitalar
para artigos semi
criticos

Produtos para uso exclusivo em hospitails e estabelecimentos reiacionados com o
atendimento & sande; objelos e equipamentos que entram em contato com

mucosas.

Fonte: Portaria 15 de 23 de agosto de 1988- Min. da Saude
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ANEXO V

Quadro 2. Principios ativos autorizados pela Portaria 15/88 — Ministério da Satide
- Para Uso Gerak:

- Classe dos aldeidos : formaldeido, glioxal,giutaraldeido e parafonmnaldeido;

- Classe dos fendlicos: 4-ferc-amilfenct,2 benzil 4 clorofenoi 4 terc-butitfenol,cresodis, 2 feniifencl, 2
hidroxidifenileter, e 2 hidroxi 24, 4'triclorodifentieter;

- Quaternarios de aménio: cloreto de alquil dimetil benzil amonio, cioreto de alguil dimetil etilbenzil
amébnio, cloreto de alquil dimetil etiltoluil aménio,cloreto de tauril piridinic, cloreto e brometo de cetil
trimetil amdnio, cloreto de alquil trimetil amodnio, dicloreto de polioxietiieno etileno etileno e dicloreto de
polioxietileno metiieno etileno.

- Compostos inorganicos liberadores de cloro ativo: hipoclorito de sodio, de litfo e de célcio.

- Compostos orgénicos liberadores de clorg ativo: acido dicloroisocianirico e os sais sodico e
potassio , acido tricloroisociantrico, n,n, dicloroazodicarbonamiding, n,n dicloro 4 carboxi
benzenosuifonamida, n,n dicloro 4 metii benzenosulfonamida, n-clore benzenosulfonamida sadica,
n-cloro 4 melil benzenosulfonamida sédica, n-cloro succinimida e 5,5 dimetilhidantoina.

- lodo e derivados: iodo, iodo-povidina e iogdéforos.

- Alcoois e glicdis : alcool etilico, alcool feniletilico, trietitenoglicol e propilenoglicol.

- Biguanidas: clorhexidina.

Outros: acido benzdico, acido undecilénico,benzoato de sbdio, dodecil di(aminoetil) glicina, dodecil
aminoetil glicina, 4 hidroxibenzoato de metila, 4 hidroxibenzoato de propila, terpeno e terpinenos.

- Para Uso Ind. alimentos:

- Quatemnarios de ambnio: cloreto de alquil dimetii benzil aménic, cloreto de alquil dimetil etilbenzil
amonio, cloreto de alquil dimetil etittolull ambdnio,cloreto de lauril piridinio,cloreto e brometo de cetil

trimetil amdnio, cloreto de alquil trimetil amdnio, dicloreto de polioxietileno etileno etiteno e dicloreto de
polioxietileno metileno etileno.

- Compgstos ingrganicos liberadores de clore ativo: hipaclorito de sédio, de litio e de caicio

Compostos oraanicos liberadores de cloro afivo: acido dicloroisociantirico e os sais sédico e potassio ,
acido tricloroisociandrico, n,n, dicloroazodicarbonamiding, n,n dicloro 4 carboxi benzenosulfonamida,
n,n dicloro 4 metil benzenosulfonamida, n-clore benzenosulfonamida sadica, ni-cloro 4 metil
benzenosulfonamida sédica, n-cloro succinimida e 5,5 dimetithidantoina.

Fonte: Portaria 15 de 23 de agosto de 1988- Min. da Saude
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Quadro 2. Continuagao.

Principios ativos autorizados

- lodo e derivados: iodo, iodo-povidina e jodéforos,

- Para uso em piscinas:

- Quaternarios de aménio: clorefo de alquil dimetil benzil aménio, cloreto de alguil dimetil elilbenzil
aménio, cloreto de alguil dimeti! efiltoluil aménio cloreto de lauril piridinio,cloreto e brometo de cetil

trimetil aménio, doreto de aiquil trimetil amdnio, dicloreto de polioxietileno etileno etileno e dicloreto de
polioxietileno metileno etileno.

- Compostos inorganicos liberadores de cloro ativo: hipoclornito de sodio, de litio e de calcio.

- Compostos organicos liberadores de cloro ativo: &cido dicloroisocianurico € 0s sais sodico e
potassio , &cido tricloroisociandrico, n,n, dicloroazodicarbonamidina, n,n dicloro 4 carboxi
benzenosulfonamida, n,n dicloro 4 metil benzenosulfonamida, n-clorc benzenosulfonamida
sadica, n-cloro 4 metit benzenosulfonamida sodica, n-clore succinimida e 5,5 dimetithidantoina.

. Uso para lactaribs:

- Compostos inorganicos liberadores de cloro ativo: hipoclorito de sodio, de litio e de célcio.

- Uso hospitalar- superficies fixas:

- Classe dos fendlicos: 4-terc-amilfencl,2 benzil 4 clorofenol,4 terc-butiifenol,cresdis, 2 fenilfenal, 2
hidroxidifenileter, e 2 hidroxi 2'4, 4'triclorodifenileter;

- Quaternarios de ambnio: cioreio de alquil dimetil benzil aménio, cloreto de alquil dimetil etilbenzil
amonio, cloreto de alquil dimetil etiltoluil ambnio,cloreto de lauril piridinio,cloreto e brometo de cetil

trimetit amobnio, doreto de alguil trimetil amonio, dicloreto de polioxietileno etileno etileno e dicloreto de
polioxietiteno metileno etileno.

Compostos inorganicos liberadores de cioro ativo: hipoclorito de sédio, de litio e de calcio.

Compostos organicos liberadores de cloro ative: acide dicloroisociandrico e 0s sais sédico € potassio

acido tricloroisociantirico, n,n, dicloroazodicarbonamidina, n,n dicloro 4 carboxi benzencsulionamida,
n.n dicloro 4 metil benzenosulfonamida, n-cloro benzenosulfonamida soédica, n-cloro 4 metit
henzenosulfonamida sédica, n-cloro succinimida e 5.5 dimetilhidantoina

Fonte: Portaria 15 de 23 de agosto de 1988- Min. da Saude
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Quadro 2. Continuagao.

Principios ativos autorizados
- Uso hospitalar- superficies fixas:

- lodo e derivados: icdo, iodo-povidina e ioddforos.,
- Alcoois e glicois : dicool etilico, dlcool feniletilico, trietilenoglicol e propilenoglicol.
- Biguanidas: clorhexidina.

- Qutrgs: acido benzdico, Acido undecilénico,benzoato de sodio, dodecil di(aminoetil) glicina,

dodecil aminoetil glicina, 4 hidroxibenzoato de metila, 4 hidroxibenzoato de propila, terpeno e
terpinenos.

- Uso hospitalar- artigos semi criticos:
- Classe dos aldeidos : formaldeido, glioxal, glutaraldeido e paraformaldeido;

- Classe dos fendli®hs: 4-terc-amilfenol,2 benzil 4 clorofencl 4 terc-butilfenct creséis, 2 fenilfenol, 2
hidroxidifenileter, e 2 hidroxi 2'4, 4'triclorodifenileter;

- Quaternarios de ambdnio: cloreto de alquil dimetil benzil amonio, cloreto de alquil dimet! etilbenzil

ambnio, ctoreto de alquil dimetil etittoluil amonio, cloreto de laurit piridinio,cloreto e brometo de cetil

trimetil aménio, cloreto de alguil timetil amonio, dicloreto de polioxiefileno etileno etileno e dicloreto de
polioxietileno metileno efileno.

- Compostos inorganicos liberadores de clorp ativo: hipoclorito de sodio, de itio e de calcio.

- Compostos organicos liberadores de cloro ativo: acido dicloroisocianarice € os sais sédico e

potassio , acido tricloroisocianlrico, n,n, dicloroazodicarbonamidina, n,n dicloro 4 carboxi
benzenosuifonamida, n,n diciore 4 metil benzenosutfonamida, n-cloro benzenosulfonamida
sodica, n-cloro 4 metil benzenosuifonamida sédica, n-cloro succinimida e 5,5 dimetilhidantoina.

- lodo e derivados: indo, iodo-povidina e ioddforos.
- Alcoois e glicéis : &lcool etilico, dlcool feniletilico, trietilencglicol e propilenogticol.
- Bigyanidas: clorhexidina.

Outros: ac. benzdico, &c. undecilénico,benzoato de sddio, dodecil di(aminoetil) glicina, dodecil
aminoetil glicina, 4 hidroxi-benzoato de metila, 4 hidroxibenzoato de propila, terpenc e terpinenos.

Fonte: Portaria 15 de 23 de agosto de 1988- Min. da Saude
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ANEXO Vi

Tabela 7. Microrganismos padrac e tempo de contato utilizados na avaliacdo da
eficacia antimicrobiana de saneantes domissanitarios no Brasil (teste de
diluicdo de uso), em fungio da classificacdo do produto (Portaria N°
15/88, do Ministério da Salde).

Classe de desinfetantes Microrganismos para avaliag@o da atividade Tempo de

antimicrobiana contato (min.)

Uso geral Staphylococcus aureus ATCC 6538

Salmonella choleragsuis ATCC 10708 10
Ind. de alimentos Staphylococcus aureus ATCC 6538

Escherichia coli ATCC11228 10
Lactarios Staphylococcus aureus ATCC 6538

Salmonella choleraesuis ATCC 10708 60

Staphylococeus gureus ATCC 6538

Uso hospitalar para superficies Salmonelia choleraesuis ATCC 10708 ; 10

fixas Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

Staphylococeus aureus ATCC 6538
Uso hospitalar para artigos Salmonella choleraesuis ATCC 10708 ; 30
semi criticos Fseudomonas aeruginosa ATCC 15442;
Mycobacterium smegmatis INCQS 00061,

Mpycobacterium bovis INCQS 00062 .

Fonte: Portaria 15 de 23 de agosto de 1988- Min. da Satde
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