COMUNICAGAO BREVE/BRIEF COMMUNICATION

Avaliacao da contamina¢ao microbiana em produtos desinfetantes
de uso geral

Microbial contamination in household disinfectant products

RIALA6/1560
Rodrigo Rollin PINHEIRO", Bruna Peres SABAGH!, Livia Maria Rubem VIDAL?, Jodo Flavio

Carneiro VERAS?, Verdnica Viana VIEIRA?, Aline da Silva Soares SOUTO?, Daniela Cristina Rodrigues
PEREIRA!, Marta de Campos NEVES', Maria Helena Simoes VILLAS BOAS!

"Enderego para Correspondéncia 'Setor de Saneantes, Departamento de Microbiologia, Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Sadde, Fundagdo Oswaldo Cruz, Av Brasil 4365, 21040-900, Rio de Janeiro, Brazil. Tel.: 55-21-38655174, +55-
21-38655103; fax: +55-21-22900915. E-mail: rodrigorollin@gmail.com.

*Setor de Identificagido Bacteriana, Departamento de Microbiologia, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde,
Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

3Setor de Fungos de Referéncia, Departamento de Microbiologia, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satude,
Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

Recebido: 11.12.2012 - Aceito para publicagdo: 11.06.2013

RESUMO

Em vista de um estudo desenvolvido no Setor de Saneantes do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Satde da Fundagio Oswaldo Cruz, referente & avaliagdo da atividade antimicrobiana de
desinfetantes, no presente trabalho foram analisados produtos desinfetantes de uso geral disponiveis no
mercado brasileiro. Os desinfetantes foram coletados aleatoriamente, dos quais trés (produtos A, B e C),
apresentaram contaminag¢do microbiana. Para efetuar o isolamento e a identificagio dos microrganismos
contaminantes foram utilizados o aparelho Vitek® 2, a amplificagdo e o sequenciamento do gene rRNA
16S. A analise realizada por meio de Vitek® 2 revelou a presenga das bactérias Serratia marcescens e
Achromobacter xylosoxidans, respectivamente, nos produtos A e B. No produto C foram detectadas
Aeromonas salmonicida pelo Vitek® 2 e Burkholderia lata pela técnica de amplifica¢do da reagdo em cadeia
da polimerase.

Palavras-chave. contaminag¢io microbiana, desinfetantes, controle de qualidade, vigilancia sanitdria.

ABSTRACT

On account of a study developed in Sanitation Sector at the National Institute of Quality Control in Health
of Oswaldo Cruz Foundation, concerning the evaluation of antimicrobial activity of disinfectants, the
present investigation analyzed disinfectant products of general use which are available in the Brazilian
market. Of the disinfectants randomly collected, three of them (products A, B and C) showed microbial
contamination. The contaminant microorganisms isolation and identification were performed by using
the equipment Vitek® 2, and the rRNA 16S amplification and sequencing were done. Vitek® 2 analysis
revealed the occurrence of Serratia marcescens and Achromobacter xylosoxidans in the products A and
B, respectively. Aeromonas salmonicida was detected by Vitek® 2, and Burkholderia lata was identified by
means of amplification technique through polymerase chain reaction in the product C.
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INTRODUCAO

Contaminacio microbiana tem sido encontrada
em diversos produtos desinfetantes desde a década de
1970, quando as préticas relacionadas ao controle da
qualidade do processo de produgdo ainda eram pouco
regulamentadas e distantes dos conceitos atuais. Nos
ultimos 30 anos, varios relatos naliteratura demonstraram
a presenca de bactérias como contaminantes de produtos
desinfetantes, como o isolamento de Serratia marcescens
em clorexidina', Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas
cepacia em solugdes a base de iodo*’. Particularmente
nos produtos desinfetantes constituidos de compostos
quaterndrios de amonio, existem relatos na literatura
que demonstraram a presenca de diversas espécies
bacterianas, contaminando esses tipos de produtos,
como Burkholderia cepacia, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa e Alcaligenes xylosoxidans. Em
um desses relatos, pesquisadores de um hospital no Japao
estudaram a presenca de contamina¢ao microbiana em
objetos e solugoes utilizados para o processo de lavagem
e desinfeccdo, evidenciando a presenca dos géneros
Burkholderia e Pseudomonas®.

A presenca de produtos com contaminagio
microbiana representa um tema de grande importancia
para saude publica, uma vez que patégenos presentes
nesses produtos podem causar infec¢des na populagio.
No ambiente hospitalar, ja foram descritos casos de surtos
de infec¢oes hospitalares causados por contaminagdo de
dispensadores e solu¢des utilizadas como desinfetantes.
Em um desses estudos, foi investigada a causa de um
surto de P aeruginosa num hospital na Italia, onde
foi observada a contamina¢do por essa bactéria em
dispensadores de sabonetes utilizados nos processos
de antissepsia no hospital; foi evidenciada a possivel
contamina¢do dessas solugdes ou da superficie de
contato com as mios como uma potencial causa de
infeccoes hospitalares®. Essa realidade torna-se muito
preocupante quando esses patogenos sao introduzidos
no ambiente domiciliar através da utilizagdo de produtos
que teriam como principal func¢io a elimina¢do dos
mesmos. O ambiente domiciliar possui diversas fontes
de contamina¢do microbiana, sendo um dos principais
locais de transmissdo de doencas infecciosas®. Nesses
locais, uma série de objetos apresenta contaminagdo
por microrganismos. Ojima e colaboradores estudaram
5 residéncias no Japdo, pesquisando a presenca de
microrganismos em diferentes superficies. A cozinha foi

o local com maior contaminagdo por bactérias aerdbias,
seguido pelo banheiro. Coliformes foram encontrados na
geladeira, mais precisamente, no compartimento onde
sdo estocados os vegetais. Escherichia coli, S. aureus e
P aeruginosa foram detectadas em diversas superficies,
como: torneiras, pias, esponjas, toalhas de prato e mao,
maganetas, brinquedos, dentre outros’. Também ja foi
demonstrada a presenca de contamina¢do em locais de
livre circulagao, como: shoppings, aeroportos, corrimao de
escadas, banheiros publicos, pontos de 6nibus, telefones
publicos e locais de recreagdo infantil®. Nesse contexto,
a utilizacdo de produtos desinfetantes no controle da
presen¢a de microrganismos nesses ambientes se torna
uma importante ferramenta na preven¢do de doengas
infecciosas desde que livres de contaminagao. Dessa
forma, a comercializacdo de desinfetantes com infeccao
microbiana coloca em risco diretamente a saude da
populagao.

Assim, a identifica¢aio dos microrganismos
envolvidos na contamina¢ao dos produtos se mostra
um recurso de grande utilidade para auxiliar no
monitoramento da fonte de contamina¢io durante o
processo de fabricagdo, uma vez que as caracteristicas
dos microrganismos envolvidos podem indicar a porta
de entrada destes na linha de produgéo industrial, além
de alertar a populagdo em geral sobre o potencial risco
na utilizagdo de produtos desinfetantes contaminados.
Existem diferentes técnicas disponiveis para a
identificacdo de amostras microbianas. A realizacio
de provas bioquimicas para a observacio do perfil
fenotipico é uma ferramenta recorrente e, nesse
contexto, existem alguns equipamentos de identificagdo
microbiana que sdo capazes de otimizar essa avaliagao.
Com o avanco tecnolégico, foram também desenvolvidas
técnicas moleculares para a avaliagio do perfil
genotipico das amostras, possibilitando a identificagdo
de microrganismos através da amplificacdo de genes
pela reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain
Reaction - PCR) e posterior sequenciamento dos
amplicons. Assim, diferentes ferramentas sdo utilizadas,
levando a maior precisao de identificagdo e melhor
monitoramento do processo de fabricagdo com o intuito
de gerar produtos de qualidade, que nao coloquem em
risco a saide dos consumidores’.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi o
reconhecimento dos contaminantes presentes em trés
produtos desinfetantes a base de compostos quaternarios
de amonio adquiridos no mercado brasileiro. Esses
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produtos faziam parte de um estudo que o Setor de
Saneantes do Departamento de Microbiologia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satude da
Funda¢io Oswaldo Cruz estava realizando, envolvendo
a avaliagdo da atividade antimicrobiana de produtos
desinfetantes de uso domiciliar e institucional.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados nesse trabalho trés produtos
a base de quaternarios de amonio dispostos a venda no
mercado brasileiro (produtos A, B e C). A avaliagdo do
teor de principio ativo dos produtos foi realizada pelo
Setor de Saneantes e Cosméticos do Departamento de
Quimica do INCQS, de acordo com o POP INCQS n°
65.3110.014".

Para verificagao da presenca de contaminagdo
microbiana, foi realizada a inocula¢do de aliquotas de 1
mL retiradas diretamente da embalagem dos produtos
em 10 mL de caldo Letheen, esses tubos foram incubados
por 7 dias a 37 °C. A partir destes tubos apresentando
crescimento microbiano, foram realizados o isolamento
do crescimento, através da semeadura por esgotamento
nos meios de cultura Trypticase Soy Agar (TSA), Agar
Cetrimida e Agar Lovestein-Jensen, e a bacterioscopia
das culturas pelo método de coloragio de Gram
para a verificagdo das caracteristicas morfotintoriais
desses contaminantes. A identificacio das bactérias
contaminantes foi realizada utilizando-se o equipamento
Vitek® 2 (bioMérieux), que realiza uma série de provas
bioquimicas a partir da cultura isolada das amostras.
Algadas do microrganismo isolado foram retiradas para
a obtenc¢do de uma suspensao 0,5 em escala MacFarland
e em solucao salina 0,85 %. A suspenséo foi utilizada no
aparelho em um cartdo de identificagdo (Cartao Vitek 2
GN, n° lote: 241188540) relativo ao Gram confirmado
pela bacterioscopia.

Além disso, foi realizada a extracio do DNA,
pela fervura e posterior congelamento de aliquotas do
crescimento microbiano das amostras isoladas em meio
TSA. Apds a etapa de extracio de DNA, foi realizada a
PCR para a amplificagdo do gene rRNA 168, descrito por
Watts e colaboradores’. Para a amostra contaminante
dos produtos A e B, a PCR foi realizada nas seguintes
condigodes: 10 uL de tampao TE (1x), 1 uL de magnésio (2
mM), 2 uL de ANTP (10 mM), 0,5 pL de cada primer (50
ng), 0,5 uL de Taq polimerase, 1,5 pL do DNA da amostra
do produto A, 1 uL do DNA da amostra do produto B,
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e agua (para 50 pL). A ciclagem da reagdo foi realizada
nas seguintes condigdes: 94 °C por 2 minutos; 94 °C
por 1 minuto, 52 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos
(esses trés tltimos passos foram realizados por 30 ciclos);
72 °C por 7 minutos; e 4 °C sem tempo determinado.
Para a amostra contaminante do produto C, a PCR foi
executada nas seguintes condigdes: 10 pL de tampao TE
(1x), 3 puL de magnésio (3 mM), 2 pL de ANTP (10 mM),
0,5 uL de cada primer (50 ng), 0,5 puL de Taq polimerase,
4 uL do DNA da amostra e dgua (para 50 pL). A ciclagem
da reacao foi feita nas seguintes condigdes: 94 °C por 2
minutos; 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 1 minuto, 72 °C
por 2 minutos (esses trés ultimos passos foram realizados
por 35 ciclos); 72 °C por 7 minutos; e 4 °C sem tempo
determinado.

Os produtos obtidos pela PCR foram purificados
com o kit Pure Link PCR Purification (Invitrogen).
Foram adicionados 172 uL de tampao de ligagdo a
40 puL do amplificado do produto C e 50 pL do amplificado
dos produtos A e B, em tubos do kit contendo resina de
purificagdo. Apds centrifugacdoa 11.000 rpm por 1 minuto,
o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 650
uL de tampdo de lavagem. Apos duas centrifugacdes a
11.000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado
e foram adicionados 50 pL de tampao de elui¢do, o qual
ficou no tubo a temperatura ambiente por 50 minutos.
Apds esse tempo, o tubo foi centrifugado a 11.000 rpm
por 1 minuto e, posteriormente, a resina foi descartada e
o sobrenadante foi guardado em refrigerador a -4 °C.

Os produtos de PCR purificados foram utilizados
como molde de DNA para a rea¢do de sequenciamento
de suas duas fitas com o sistema comercial BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems),
conforme as recomendagdes do fabricante. Apds a
etapa de sequenciamento, as sequéncias nucleotidicas
foram analisadas, editadas e comparadas a sequéncias
depositada no GenBank.

RESULTADOS

A analise quimica do teor dos produtos revelou
que os trés desinfetantes utilizados no trabalho estavam
fora dos padroes em rela¢ao ao teor do principio ativo,
apresentando 24 %, 20 % e 68 % acima do declarado
pelos fabricantes nos produtos A, B e C, respectivamente.

A avaliagdo da bacterioscopia das amostras
revelou a presenca de bastonetes Gram-negativos como
contaminantes de todos os trés produtos. Através
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da utilizagdo do equipamento Vitek® 2, foi revelada
a presenca de Serratia marcescens, Achromobacter
xylosoxidans e Aeromonas salmonicida nos produtos A,
B e C, respectivamente, todas com 99 % de probabilidade
(Tabela). No sequenciamento do gene rRNA 16S das
amostras, foi revelada a presenca de Serratia marcescens
com 99,79 % de homologia, Achromobacter insolitus com
98,73 % de homologia e Burkholderia lata com 99,93 %
de homologia nos produtos A, B e C, respectivamente
(Tabela). A amplificagdo de outros genes é necessaria
para a exata identificagdo das espécies.

Tabela. Bactérias encontradas como contaminantes dos produtos A, Be C
identificadas através do Vitek® 2 e do sequenciamento do gene rRNA 16S

Sequenciamento gene

Produt Vitek® 2
rodutos ite RNA 165
A Serratia marcescens Serratia marcescens (99,79 %)
Achromobacter Achromobacter insolitus
xylosoxidans (98,73 %)
C Aeromonas salmonicida  Burkholderia lata (99,93 %)
DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho permitiram
observar a existéncia de contamina¢ao microbiana em
produtos desinfetantes dispostos a venda no mercado
brasileiro nos dias atuais, corroborando com dados da
literatura que mostram a ocorréncia desse tipo de desvio
de qualidade desde a década de 1970*. Essas observacdes
chamam a atencdo para um sério problema de saude
publica, uma vez que esses produtos, ao invés de estarem
eliminando os microrganismos e garantindo a satde da
populacio, estdo, na verdade, introduzindo bactérias e,
possivelmente, patdgenos em residéncias, ambientes de
atendimento a saude e em industrias, gerando um grave
risco a saude de toda a populagdo. A maior tolerancia
dessas bactérias encontradas como contaminantes
de produtos desinfetantes parece estar relacionada a
uma adaptagdo fisiologica em resposta a mudanga no
ambiente, principalmente com altera¢des na membrana
externa das células. Em P. aeruginosa, observou-se que
h4 uma difereng¢a na composic¢do do lipopolissacarideo
(LPS) e aumento no contetido do ion Mg+, que fortalece
as ligacoes entre os LPS. Além da presenca de porinas
de baixa eficiéncia que impedem a difusdo de moléculas
para o interior da célula. Em B. cepacia, o alto contetido de
arabinose ligado ao fosfato no seu LPS parece diminuir a
afinidade da membrana externa em relacdo as moléculas

catidnicas'’. Nesse contexto, a introdugdo de bactérias
com maior tolerancia a esses produtos nos ambientes
domiciliar e hospitalar torna ainda mais preocupante
a ocorréncia de surtos causados por essas bactérias,
uma vez que elas podem possuir um maior perfil de
tolerdncia a agentes antimicrobianos, podendo causar
infecgdes que necessitem de controle e tratamentos mais
complexos.

Apesar da grande importancia desse assunto
para a saude publica, sdo encontrados poucos relatos
na literatura de produtos contaminados sendo
comercializados no mercado brasileiro, principalmente
no ambito domiciliar. Nossos dados representam uma
das poucas demonstrag¢oes de contamina¢ao encontrada
diretamente da embalagem de produtos desinfetantes
de uso geral, uma vez que a maioria dos trabalhos da
literatura relata casos de contaminagdo de produtos no
ambiente hospitalar.

Além da presenca de contaminantes nas
formulagoes dos produtos, foi observado o desvio de
qualidade em relagdo a andlise quimica do teor de
principio ativo, indicando que atualmente, apesar da
alta tecnologia, processos de fabricagdo padronizados e
rastreados, e um rigido sistema de controle de qualidade,
ainda assim é possivel encontrar falhas no processo de
fabricagdo, gerando desvios na qualidade dos produtos
industriais. Esses dados indicam a necessidade de
haver um intenso controle, por parte das proprias
empresas, de todas as etapas do processo de fabricagio,
além da avaliacdo de todos os lotes de produto final.
Além disso, apesar da legislacao brasileira nao prever
a avaliagdo da presenca de possiveis contaminantes, se
faz necessaria também, uma severa fiscalizagdo pelos
6rgdos responsaveis para que nao cheguem ao mercado
produtos com desvios de qualidade que possam gerar
risco a saude'.

Dessa forma, no Ambito das industrias, fazer uso
da identificagdo dos microrganismos presentes como
contaminantes em cada etapa do processo de fabricagdo
¢ uma ferramenta muito util para monitorar os principais
pontos criticos da linha de produgdo. Além disso, o
conhecimento das espécies microbianas envolvidas
com as contaminagdes do processo de fabrica¢ao ajuda
a identificacao da porta de entrada desse contagio, por
meio da avaliacdo das caracteristicas e comportamento
dos microrganismos em questdo, associando-os a fonte
de contaminagido que podem ser a agua, matéria-prima
e, até mesmo, o ambiente fabril. No ambito dos drgaos
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de fiscalizagdo, a identificagdo desses microrganismos
auxilia o rastreamento de surtos possivelmente causados
por essas contaminagoes, além de permitir uma avaliagdo
mais completa dos produtos.

Esse  trabalho  permitiu  identificar  os
contaminantes de produtos desinfetantes por duas
abordagens diferentes: uma, por meio de uma série de
provas bioquimicas realizadas pelo equipamento Vitek® 2;
outra, através da amplificagdo e sequenciamento do gene
rRNA 168, importante gene utilizado para a identificacdo
de microrganismos. Para os produtos A e B, as duas
abordagens apresentaram resultados muito semelhantes,
entretanto para o produto C, a identificagdo microbiana
se apresentou diferente, indicando que a identificagdo
baseada em provas bioquimicas nem sempre corrobora
com a apoiada em estudos moleculares. Por isso, para
uma identificagio mais precisa das espécies envolvidas
na contaminag¢io dos produtos, é necessario o estudo de
outros genes conservados capazes de gerar dados para essa
distingao.

Assim, a presenca de desvios na qualidade dos
produtos industrializados que possam resultar em riscos
a saude da populagdo deve ser evitada por meio de um
rigido controle dos processos de fabrica¢do, minimizando
possiveis falhas e mantendo o produto final seguro para
ser comercializado.

CONCLUSAO

Esse trabalho permitiu concluir que a
identificagdo de contaminantes em produtos desinfetantes
comercializados no mercado brasileiro, indica a presenca
de desvios na qualidade que podem gerar graves riscos
a saude da populagdo. Com isso, é possivel perceber a
importancia de se ter um rigido sistema de avaliacao da
qualidade desses produtos, tanto por parte das empresas,
como dos 6rgios responsaveis pela fiscalizagao.

Assim, a notificaio e aten¢do voltada para
os desvios de qualidade encontrados em produtos
desinfetantes presentes no mercado é de extrema
importancia para a prevengio e redugao de riscos a saude
publica.
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