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Avaliagdo de desinfetantes quimicos de uso doméstico contra Vibrio
cholerae EL TOR (amostra nao toxigénica)

Evaluation of the effect of chemical domestic disinfectants on Vibrio

cholerae EL TOR (non toxigenic strain)

Jorge Timenetsky *Roberto Mitio Yanaguita*, Luzinete Alves Silva*

TIMENETSKY, J. et al. Avaliagio de desinfetantes quimicos de uso doméstico contra Vibrio
cholerae EL TOR (amostra nio toxigénica). Rev. Saiide piibl., S. Paulo, 26: 328-31, 1992. As
metodologias de avaliagdo microbiolégica de desinfetantes sdo permanentemente questionadas
porque os protocolos laboratoriais néo representam as condigGes reais de uso desses produtos.
Em 1985, adotou-se no Brasil, a metodologia da Diluigdo-Uso da AOAC, para a qualificagéo
microbioldgica de desinfetantes quimicos, para fins comerciais. Desta maneira, os desinfetantes
domésticos sdo testados contra amostras padrSes de Salmonella choleraesuis e Staphylococcus
aureus. Pesquisou-se o emprego de Vibrio cholerae devido a sua atual importéncia, no Brasil, em
termos de Satude Publica, associada ao estudo da atividade antimicrobiana de desinfetantes.
Dezenove produtos desinfetantes de uso doméstico encontrados no coméreio foram microbiologica-
mente avaliados. A metodologia foi a Dilui¢do-Uso com 10 carreadores. Os compostos ativos dos
produtos inclujam: formaldeido, fendis, creséis, aménio quaterndrio, cloro e etanol, sendo que sete,
eram de composigio associada. Conforme as recomendagdes de uso, dezesseis produtos, devem ser
utilizados sem diluigio. Nestas condig¢Ges, 9 desinfetantes foram vibriocidas e sete néo revelaram
tal atividade antibacteriana. Quatro produtos em diluigdes n3o esclarecedoras para a desinfecgio
também mostraram-se ineficazes. Os produtos vibriocidas que devem ser utilizados sem diluigéo,
foram reavaliados diluidos ao dobro. Estas solugdes ndo inativaram V.cholerae, demonstrando
microbiologicamente que os seus compostos ativos estdo em concentragdes limitrofes, O dlcool
comercial (95,5° GL) a 1:3, a “dgua sanitdria” (2,8% de cloro ativo) a 1:200, creolina a 1:10 e o
“Lysoform™ a 1:20 atingiram os padrdes do teste.

Descritores: Desinfetantes. Vibrio cholerae. Avaliagdo microbioldgica.

Introdugao

As metodologias de avaliagdo microbiol6-
gica de desinfetantes sio permanentemente
questionadas porque a eficdcia necessdria de um
composto ativo, nas condi¢bes reais de uso, sdo
diferentes dos protocolos laboratoriais'>!4,

A metodologia da Dilui¢do-Uso padroni-
zada pela AOAC (“Association of Official
Analytical Chemist”), adotada no Brasil desde
1985 na qualificagdo de desinfetantes para
fins comerciais®!!, preconiza a utilizagdo de
cepas bacterianas efou fungicas padtdes tidas
como representativas. Na avaliagdo de desin-
fetantes domésticos utilizam-se Staphylococ-
cus aureus e Salmonella choleraesuis. Para
desinfetantes institucionais (banheiros publi-
cos, clubes, escolas, colénjas de férias) reco-
menda-se a inclusdo de Pseudomonas aerugi-
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nosa, enquanto que para os desinfetantes hospi-
talares, dependendo da drea a ser descontamina-
da (ndo critica, semi-ctitica e critica), além das
espécies citadas, sdo incluidas espécies de mico-
bactérias (M. smegmatis e M. bovis) e espotos
de Trichophyton mentagrophytes"®.

Considerando que os desinfetantes quimi-
cos devam destruir microrganismos indeseja-
veis* e que V. cholerae nio esté incluido na qua-
lificagdo de desinfetantes domésticos, o presente
trabalho tem como objetivo verificar atividade
vibriocida destes produtos comerciais através da
metodologia da AOAC simplificada'’.

Esta proposta vem ao encontro da ctes-
cente preocupacdo da Vigilancia Sanitdria,
através de seu comunicado, no controle da coé-
lera em nosso pais no que se tefere a utiliza-
¢do de outros desinfetantes .

Material ¢ Método

O microrganismo utilizado no teste foi a
cepa de Vibrio cholerae EL TOR nido toxigénica
cedida pelo Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo.
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Os meios de cultura; manuteng@o, subcul-
tivo e evidencia¢do presuntiva de V. cholerae
foram:

Meio liquido™® - Caldo Nutriente (Difco)
duas vezes concentrado com 0,5% de NaCl. O
pH final de 8,6 foi estabelecido para o subcul-
tivo do vibrio?.

Meio sélido™® - Meio liquido acima cita-
do, adicionado com 1,4% de Bacto-Agar.

Meio seletivo para vibrio - Agar TCBS,
(tioglicolato citrato, bile e sacarose-Merck).
Utilizado para evidencia¢do presuntiva do vi-
brio presente nos subeultivos positivos®.

Os produtos desinfetantes analisados:
(Formulagées transctitas dos rétulos dos pro-
dutos) foram:

- Alcool etilico 96° GL (dlcool comer-

cial).

- Cloro ativo 2,8% (dgua sanitaria).

- Formol 0,74% e N-Dodecilbenzenosul-
fonato de sédio 0,08% (Lysoform).

- Cloreto de alquil dimetil benzil aménio
e cloreto de alquil dimetil etilbenzil
amdnio a 50,0% - 1,6%.

- Cloreto de alquil dimetil benzil amoénio
0,25%.

- Sal de aménio quaterndrio.

- Ortobenzil para clorofenol 0,1% (pinho
sol).

- Cloreto de alquil dimetil benzil amo6nio
0,8%, cloreto de alquil dimetil etilbenzil
amoénio 0,5%.

- BEter 2,4,4’ tricloro 2’ hidroxifenilico
0,1%.

- Formaldeido (solugdo de 0,3%).

- Creséis 4%, fenol 0,4%, benzol 1,6%
(creolina).

- Ortofenilfenol 0,2%.

- Quaterndrio de aménio 50% - 0,5%.

- Alquilenoglicol monoatril éter 0,2%.

- Quaterndrio de amonio 0,15% ¢ formal-
deido a 37% (solugédo A 0,6%).

- Cloreto de alquil dimetil benzil aménio
0,075%, cloreto de alquil dimetil etil
benzil amoénio 0,075%.

- Cloreto de alquil dimetil benzil amonio
0,05%, cloteto de alquil dimetiletil ben-
zil amo6nio 0,05%, cloreto de alquil de
trimetil amdnio 0,05%.

- Eter 2,4,4° tricloro - 2* hidroxifenilico
0,1% e formaldeido A 40,0% (solugdo
A 0,2%).

- Ortofenilfenol 0,3%.

A metodologia de avaliagdo microbidlogi-

ca dos desinfetantes foi a simplificada da Di-
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luigdo-Uso!” com 10 catreadores e 10 min. de
contato. Os produtos desinfetantes foram tes-
tados puros e diluidos (1:2, 1:3, 1:10, 1:20,
1:40, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400), incluindo as
dilui¢Ges designadas para a desinfec¢dio, deso-
dorizag@o efou limpeza descritas nos rétulos.

Resultados e Discusséo

Embora a qualificagdo microbiolégica dos
desinfetantes domésticos para fins comerciais
seja realizada no Brasil com cepas de estafi-
lococos e salmonelas, o V. cholerae assume
atualmente, em termos de Saude Publica, im-
portincia relevante no territério nacional®.

O sorotipo EL TOR, sendo o vibrido mais
resistente’, propicia a sua utilizagdio como
amostta representativa na avaliagdo de desin-
fetantes contra esses microrganismos. A utili-
zagao de amostra ndo toxigénica, ofetece se-
guranca nos procedimentos laboratoriais.

O encontro de produtos desinfetantes ine-
ficazes contra V. cholerae para superficies fi-
xas, mesmo quando néo diluidos (produtos ni-
meros 5, 12, 13, 15, 16, 17 e 18 - Tabela),
além de revelarem as suas limitagdes na ativi-
dade germicida, prejudicam as orientagbes da
vigilancia sanitdria na prevengdo da coélera e
outtas doengas infecto-contagiosas, cujos
agentes etiolégicos sdo mais resistentes aos
desinfetantes quimicos!*»!5, Neste grupo de
produtos, verifica-se que a maioria possui sais
de ambnio quaterndrio cujas formulagdes es-
tdo apresentadas de maneira ndo padronizada.
Estes compostos sdo altamente sensiveis a ma-
téria organica e passiveis de deterioragdo por
bactérias contaminantes, merecendo portanto
atencgéo especial'’.

A indicagdo do preparo de diluigdes nao
claramente definidas para desinfec¢ao, deso-
dorizagdo ou limpeza, descritas no rétulo dos
produtos numeros 3, 11, 15 e 19, ndo revela-
ram atividade vibriocida diluidas a 1:80, 1:40,
1:60 e 1:50, respectivamente (Tabela).

Como as dilui¢des arbitrérias sdo inevita-
veis nesta categoria de produtos™!'®, os desin-
fetantes podem transformar-se em solugdes
passiveis de perderem a atividade antimicro-
biana desejada. Dilui¢bes ao dobro, da maioria
dos produtos vibriocidas, com recomendacgédo
de usd-los puros, ndo revelaram atividade an-
tibacteriana no protocolo aplicado.

Portanto, evidencia-se microbiologica-
mente, que as concentra¢gdes dos compostos
ativos, da maioria dos produtos, estio em
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Tabela. Atividade vibriocida de 19 desinfetantes quimicos de uso doméstico avaliados pela metodologia da Dilui-

¢8o - Uso Simplificada (15).

A Puro 1:2 1:3 1:10 1:20 1:40 1:50 1:100 1:200 1:400
B
1 - . - + + + # # # #
2 - - - - - - - . . +
3 - - - . . + + + + #
4 - + + + + # # # # #
5 + + + + # # # # # #
6 - + + + + # # # # #
7 - + + + + # # # # #
8 . + + + + # # # # #
9 - + + + + # # # # #
10 - + + + + # # # # #
11 - - - - + + + + + +
12 + + + + # # # # # #
13 + + + + # # # # # #
14 - + + + + # # # # #
15 + + + + # # # # # #
16 + + + + # # # # # #
17 + + + + # # # # # #
18 + + + + # # # # # #
19 - + + + + # # # # #

# Experimento néo realizado porque o desinfetante foi ineficaz nas diluigdes menores.

+ Recuperagdo de V. cholerae

_ Auséncia de V. cholerae

A- Diluigdo do produto desinfetante
B- Numero do desinfetante testado

quantidades bactericidas limitrofes e, portanto,
com pouca margem de seguranga a um dos
principais fatores interferentes, a dilui¢do em
dgua’,

A 4gua sanitdria atingiu os padrdes do
teste quando diluida em dgua a 1:200 a partir
de sua embalagem. Portanto, as proviveis di-
luigdes arbitrdrias deste e de outros produtos
nio avaliados, mas relacionados com esta pro-
priedade, teriam menos chance de transforma-
rem-se em solugdes ineficazes em rela¢do aos
produtos que deveriam ser utilizados sem di-
luigéo.

Verificou-se em outra oportunidade que a
metodologia da Diluigdo-Uso simplificada
mostrou-se eficaz na triagem de desinfetan-
tes'”. Os residuos dos compostos ativos foram
eluidos dos cilindros carteadotes, através da
lavagem em dgua, ndo interferindo portanto
nos resultados.

A comptovagdo de V. cholerae nos sub-
cultivos positivos foi catractetizada através do
seu reisolamento, verificando-se o aspecto das
colénias em dgar TCBS, prova da oxidase e
as propriedades morfotintoriais (Colora¢do de
Gram) do microrganismo recuperado®®.
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Convém salientar que os agentes quimi-
cos com atividade bactericida comprovada,
utilizados para desinfec¢do, podem ndo atingir
a concepcio de desinfetante nas condi¢des
praticas de uso se as superficies a serem des-
contaminadas nfo forem previamente lavadas
com dgua efou sabdo. As solugbes germicidas
devem ser entendidas como agentes comple-
mentates no contexto geral da desinfecgdo'’.

Portanto, a utilizagdo de outros desinfe-
tantes, preconizada pela vigilancia sanitdria
contra a célera, deve ser entendida como um
recurso adicional na preven¢do desta doenca.

TIMENETSKY, J. et al. [Evaluation of the effect
of chemical domestic disinfectants on Vibrio
cholerae EL TOR (non toxigenic strain)]. Rev.
Saide pibl., S. Paulo, 26: 328-31 , 1992 The
methodology of microbiological evaluation of
disinfectants is permanently being questioned
because the laboratorial protocols do not
correspond to the real conditions under which these
products are used. In 1985 the Use-Dilution
method of AOAC was adopted in Brazil for
microbiological qualification of chemical
disinfectants for commercial purposes. Domestic
disinfectants are tested in this way against
Salmonella choleraesuis and Staphylococcus aureus
ATCC strains, was chosen for this evaluation
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Vibrio cholerae in view of its current importance
in Brazil, in terms of Public Health associated with
the study of the disinfectant’s antimicrobial
activities. Nineteen disinfectant products for
domestic use for available to the public were
evaluated microbiologically by means of simplified
Use-Dilution test with 10 carriers. The active
compounds of the products included formaldeyde,
phenols, cresols, quaternary ammonium compouds,

chlorine and ethanol. Seven were mixtures of these.

According to the recommendations for their use,
sixteen products should be used undiluted. Under
these conditions, 9 disinfectants were vibriocides
and 7 did not demonstrate this antibacterial
activity. Four products in dilutions not clearly
specificated were also ineffective. The vibriocide
products which must used without dilution were
tested again, diluted at 1:2. These solutions did not
inactivate V. cholerae showing that,
microbiologically, their active compounds are used
in limited concentrations. Commercial alcohol
(95.52GL) at 1:3, chlorine 2.8% Agua sanitdria at
1:200 and Lysoform at 1:20 came up to the
standards required by the test.

Keywords: Disinfectants. Vibrio cholerae.
Microbiological evaluation.
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