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RESUMO

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou em 20 de fevereiro de
2002 a RDC n° 46, determinando que o alcool etilico com graduacdes superiores a 54°
GL ou 46° INPM, deveria ser comercializado unicamente em solucéo coloidal, na forma
de gel e desnaturado. Porém organizacdes internacionais ainda ndo dispdem de
metodologia padronizada para avaliagdo da atividade antimicrobiana destes produtos,
principalmente devido a fatores interferentes como a volatilidade e a viscosidade do gel.
Portanto o presente estudo teve como objetivo principal determinar uma metodologia
que pudesse avaliar esta atividade. Foi realizada uma adaptacdo da metodologia
preconizada pela “Association of Official Analytical Chemists” utilizada para avaliacado
da atividade antimicrobiana de desinfetantes nas formas de “Spray” e Aerossol, onde
laminulas de vidro séo utilizadas como carreadores. As adaptacdes realizadas se
mostraram bastante satisfatorias, permitindo que fosse testado um produto a base de
alcool etilico sob a forma de gel (produto B), aplicando-se diferentes volumes do
mesmo. O volume de 100 uL do produto B (63° GL) foi capaz de eliminar Salmonela
choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus
aureus ATCC 6538. Porem, quando o volume foi reduzido para 50 uL foi verificada a
eficacia apenas contra S. choleraesuis ATCC 10708 e P. aeruginosa ATCC 15442 e
ndo para S. aureus ATCC 6538. A partir destes resultados foi estabelecido o volume
minimo de 100 uL a ser usado no método para qualquer produto. Porém, para garantir
resultados confiaveis, foi realizado um estudo de pré-validacdo da metodologia
desenvolvida, visando a validacdo do método e sua ampla utilizacdo por diferentes
laboratorios analiticos. A principio foram avaliados apenas 0s seguintes parametros:
especificidade, robustez e repetitividade. O método foi considerado robusto, de acordo
com os parametros avaliados (instrumentos laboratoriais e o tempo de incubacdo do
microrganismo), apos aplicagao da técnica de “pour-plate” e do teste estatistico ANOVA
com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os resultados estatisticos mostraram que
nao houve diferenca entre os grupos estudados pela ANOVA, variando-se o0s
instrumentos laboratoriais e o tempo de incubacdo. O método foi considerado robusto,

pois manteve sua resposta em meio as variacdes deliberadas, dos parametros



analiticos, dentro do laboratorio. Apés os ensaios envolvendo alguns parametros de
validacdo, o método desenvolvido foi utilizado para avaliagdo da atividade bactericida
de produtos a base de élcool etilico na forma de gel em diferentes concentracfes
dispostos a venda. Os produtos C (77° GL), D (77° GL) e E (82° GL), apresentaram
eficicia contra todos os microrganismos teste utilizados. No entanto, o produto A (54°
GL), apresentou crescimento de S. aureus ATCC 6538 muito acima do critério
determinado pelo método. Para concluir o processo de validacdo do método, ainda sera
necessario realizar um estudo interlaboratorial envolvendo pelo menos trés diferentes

laboratoérios analiticos.

Palavras-chave: 1.Avaliacdo Antimicrobiana 2.Validacéo 3.Metodologia analitica
4.Alcool etilico na forma de gel



ABSTRACT

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa (Brazilian Sanitary Surveillance
Agency) published the guideline RDC No. 46 on the 20" February 2002, establishing
that ethyl alcohol with degree greater than 54° GL (%V) or 46° INPM (%Wt), should be
commercialized only in colloidal solutions, denaturized and in a gel form. However,
international organizations do not, as yet, have a standard methodology to evaluate
antimicrobial activity in these products, mainly due to difficulties related to gel volatility
and viscosity. The present study, therefore, aims to establish a methodology to be able
to evaluate such activity under these conditions. An adaptation of the methodology
commended by the Association of Official Analytical Chemists was used for the
evaluation of antimicrobial activity of disinfectants in the forms of sprays and aerosols, in
which glass coverslips are used as carriers. The alterations proved to be satisfactory.
The adapted methodology allowed different volumes of an ethyl alcohol based product
in the form of a gel (product B) to be tested. A volume of 100 pL of product B (63° GL)
was able to eliminate Salmonela choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. However, when the volume was
reduced to 50 uL it was efficient against S. choleraesuis ATCC 10708 and P. aeruginosa
ATCC 15442 but not against S. aureus ATCC 6538. Based on these results a minimum
volume of 100 pL was established to be used in the method for any product.
Nevertheless, to guarantee reliable results, a pre-validation study of the methodology
developed was carried out, with a view to validating the methodology and its broad
application for different analytical laboratories. At first, only the following parameters
were evaluated: specificity, robustness and repeatability. The method was considered
robust according to the parameters evaluated (laboratory equipment and microorganism
incubation time) after the application of the pour plate technique and the ANOVA
statistical test with a significance level of 5% (p < 0.05). The statistical results with
ANOVA showed no difference between the groups studied, with laboratory equipment
and incubation time as variables. The method was considered robust since its response

remained constant despite the deliberate variations made to analytical parameters in the



laboratory. After tests for validation parameters, the new method was used to evaluate
bactericidal activity of commercial ethyl alcohol based products in the form of gel in
different concentrations. The products C (77° GL), D (77° GL) and E (82° GL) presented
efficacy against all microorganisms used in the tests. However, the product A (54° GL),
presented a much greater growth of S. aureus ATCC 6538 than the criteria established
for the method. In order to conclude the validation process of this method an inter-
laboratory study involving at least three different analytical laboratories will have to be

carried out.

Key-words: 1.Antimicrobial evaluation 2.Validation 3.Analytical methodology 4.Ethanol in
the form of gel
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1 INTRODUCAO

A desinfeccao € descrita como o processo que elimina muitos ou quase todos 0s
microrganismos patogénicos de superficies inanimadas com a excecao de endosporos
bacterianos (RUTALA; WEBER, 1999), e os desinfetantes hospitalares sdo os agentes
quimicos amplamente utilizados para essa finalidade (RUSSEL, 1991). Em geral o pré-
requisito para o sucesso da desinfeccdo € que esta atividade seja desenvolvida
simultaneamente em diversas areas. Assim, as superficies de equipamentos,
mobiliarios, areas hospitalares e rouparia devem ser desinfetadas por agentes quimicos
apropriados para prevenir a disseminacédo dos microrganismos, além da antissepsia das
m&os e o uso de uniformes adequados (BORNEFF; WERNER; DUPPRE, 1975). O
emprego de produtos desinfetantes faz parte das préaticas de controle de infecgéo,
auxiliando na prevencao de infec¢cdes nosocomiais (McDONNELL; RUSSEL, 1999).

Os desinfetantes podem apresentar em suas formulacdes diferentes principios
ativos com diversos espectros de atividade (Tabela 1).

A selecdo de um agente quimico com acgdo antimicrobiana desejada tem sido
uma das preocupacdes dos profissionais de saulde, considerando a diversidade de
produtos existentes, a expansiva oferta de mercado, a variabilidade de orientacbes em
termos de indicacdes de uso e, particularmente, no que se refere ao controle de
qualidade dos mesmos (ANDRADE et al, 2007).

No Brasil, os desinfetantes estdo submetidos as a¢des da Vigilancia Sanitaria
através da seguinte legislacdo: Lei n° 6.360 de 23 de setembro de 1976 (BRASIL,
1976), regulamentada pelo o Decreto n° 79.094 de 05 de janeiro de 1977 (BRASIL,
1977a); Lei n® 6.437, de 20 de agosto de 1977 (BRASIL, 1977b) e a Lei n°® 9.782, de 26
de janeiro de 1999 (BRASIL, 1999).



Tabela 1. Propriedades quimicas dos desinfetantes liquidos?.
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Acdo dos desinfetantes contra
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amonio

% Para obter informacdes especificas como: tempo de validade, ac&o de limpeza, seguranca em satde e corroséo, consultaras especificacbes do

fabricante destes produtos.

® Alcool isopropilico é menos ativo que o alcool etilico contra virus hidrofilicos.
°No caso da micobactéria, o cloro tem mais efetividade em concentragées de 10.000 ppm.

Fonte: Adaptado de BARON et al,1995.
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Na Lei n° 6.360/76, que dispbe sobre normas de vigilancia sanitaria, encontra-se:

“Art. 1° - Ficam sujeitos as normas de vigilancia sanitaria instituidas por esta Lei
0s medicamentos, as drogas, os insumos farmacéuticos e correlatos, definidos
na Lei n®5.991, de 17 de dezembro de 1973, bem como os produtos de higiene,
0s cosmeéticos, perfumes, saneantes domissanitarios, produtos destinados a
correcao estética e outros adiante definidos.

(...)

Art. 3° - Para os efeitos desta Lei, além das definicGes estabelecidas nos incisos
I, I, I, 1V, V e VIl do Art. 4° da Lei n®5.991, de 17 de dezembro de 1973, séo
adotadas as seguintes:

(-.r)

VIl - Saneantes Domissanitarios: substancias ou preparacfes destinadas a
higienizacdo, desinfeccdo ou desinfestacdo domiciliar, em ambientes coletivos
e/ou publicos, em lugares de uso comum e no tratamento da agua
compreendendo:

(...)

c) desinfetantes - destinados a destruir, indiscriminada ou seletivamente,
microorganismos, quando aplicados em objetos ou ambientes;

Em conformidade com as normas supracitadas, sujeitam-se as normas de
vigilancia sanitaria, entre outros, os saneantes domissanitarios, no qual se inclui
o0 alcool etilico, porquanto ao ser utilizado para limpeza e desinfeccdo doméstica
se enquadra no conceito de desinfetante, entendido como aquele destinado a
destruir microorganismos quando aplicados em objetos inanimados ou
ambientes.

A Lei Federal n® 6.437/77, dispdem sobre as infracBes sanitarias no artigo 10°,
incisos I, IV, XV, XVII, XVIII:

| - construir, instalar ou fazer funcionar, em qualquer parte do territério nacional,
laboratérios de producdo de medicamentos, drogas, insumos, cosméticos,
produtos de higiene, dietéticos, correlatos, ou quaisquer outros estabelecimentos
que fabriguem alimentos, aditivos para alimentos, bebidas, embalagens,
saneantes e demais produtos que interessem a saude publica, sem registro,
licenga e autoriza¢des do 6rgéo sanitario competente ou contrariando as normas
legais pertinentes:

Pena - adverténcia, interdicdo, cancelamento de autorizacéo e de licenca, e/ou
multa.

(.

IV - extrair, produzir, fabricar, transformar, preparar, manipular, purificar,
fracionar, embalar ou reembalar, importar, exportar, armazenar, expedir,
transportar, comprar, vender, ceder ou usar alimentos, produtos alimenticios,
medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos, produtos dietéticos, de higiene,
cosméticos, correlatos, embalagens, saneantes, utensilios e aparelhos que
interessem a salde publica ou individual, sem registro, licenca, ou autorizagdes
do 6rgdo sanitario competente ou contrariando o disposto na legislagao sanitaria
pertinente:
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Pena - adverténcia, apreensdo e inutilizagcdo, interdicdo, cancelamento do
registro, e/ou multa.

(.

XV - rotular alimentos e produtos alimenticios ou bebidas, bem como
medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos, produtos dietéticos, de higiene,
cosmeéticos, perfumes, correlatos, saneantes, de correcio estética e quaisquer
outros, contrariando as normas legais e regulamentares:

Pena - adverténcia, inutilizagao, interdicdo, e/ou multa.

(.)

XVII - reaproveitar vasilhames de saneantes, seus congéneres e de outros
produtos capazes de serem nocivos a saude, no envasilhamento de alimentos,
bebidas, refrigerantes, produtos dietéticos, medicamentos, drogas, produtos de
higiene, cosméticos e perfumes:

Pena - adverténcia, apreensao, inutilizagao, interdicdo, cancelamento do registro,
e/ou multa.

(..

XXVII - fraudar, falsificar ou adulterar alimentos, inclusive bebidas,
medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos, correlatos, cosméticos, produtos
de higiene, dietéticos, saneantes e quaisquer outros que interessem a saude
publica:

Pena - adverténcia, apreensdo, inutilizacdo e/ou interdicdo do produto,
suspensdo de venda e/ou fabricacdo do produto, cancelamento do registro do
produto, interdicdo parcial ou total do estabelecimento, cancelamento de
autorizacdo para funcionamento da empresa, cancelamento do alvard de
licenciamento do estabelecimento.

A Lei n°® 9.789/99, que criou o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria,
estabeleceu em seu artigo 6° que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
tem por finalidade institucional “promover a saude da populagdo, por intermédio do
controle sanitario da producéo e da comercializacao de produtos e servicos submetidos
a vigilancia sanitaria”, entre outros. E mais, o artigo 7° atribuiu as seguintes

competéncias a Anvisa:
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“Art. 7° Compete a Agéncia proceder a implementagéo e a execugéo do disposto
nos incisos Il a VIl do art. 2° desta Lei, devendo:

| - coordenar o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitéria;

Il - fomentar e realizar estudos e pesquisas no ambito de suas atribuicées;

[l - estabelecer normas, propor, acompanhar e executar as politicas, as
diretrizes e as ac¢@es de vigilancia sanitéria;

IV - estabelecer normas e padrbes sobre limites de contaminantes, residuos
téxicos, desinfetantes, metais pesados e outros que envolvam risco a saude;

(.

XV - proibir a fabricagdo, a importacdo, o armazenamento, a distribuicdo e a
comercializagdo de produtos e insumos, em caso de violacdo da legislacéo
pertinente ou de risco iminente a salde;

(.

XXIV - autuar e aplicar as penalidades previstas em lei”.

A legislagdo de caréater geral dos saneantes, a Resolu¢cdo RDC n°184 de 22 de
outubro de 2001, estabelece os procedimentos referentes ao registro de produtos
saneantes domissanitarios levando-se em conta a avaliacdo e o gerenciamento de
risco, considerando parametros como a toxicidade das substancias, a finalidade de uso
do produto, a ocorréncia de problemas anteriores, entre outros. Dessa forma, através
do artigo 5°, classifica os produtos como de Risco | e de Risco Il sendo que o ultimo se
refere aqueles que oferecem maior risco a populacdo e devem ser registrados junto a
Anvisa antes de serem comercializados. De acordo com § 2° da referida Resolucdo os
produtos com atividade antimicrobiana, como os desinfetantes, pertencem a classe de
Risco Il, os quais devem atender a alguns requisitos como: ndo apresentarem efeitos
comprovadamente mutagénicos, teratogénicos ou carcinogénicos; produtos com DLsg
oral para ratos, superiores a 200 mg/Kg de peso corpéreo para produtos liquidos e 500
mg/Kg de peso corpéreo para produtos solidos, na diluicdo final de uso. Além disso,
devem atender ao disposto em legislacdes especificas (BRASIL, 2001).

Os desinfetantes devem também atender ao disposto em legislagdes especificas.
Para isso, faz-se necessario cumprir as normas para 0 registro dos saneantes
domissanitarios com acgdo antimicrobiana constantes na Portaria publicada pela extinta
Divisdo Nacional de Produtos Saneantes Domissanitarios (DISAD), a Portaria DISAD n°
15, de 23 de agosto de 1988, (BRASIL, 1988), e também as normas especificas da
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Resolucdo RDC n° 14, de 28 de fevereiro de 2007 (BRASIL, 2007), que revoga alguns
itens da Portaria DISAD n° 15/88, como as defini¢cdes e as classificagdes dos produtos.

A Resolucdo RDC n° 14/2007 foi editada, principalmente, devido a necessidade
de compatibilizar os regulamentos nacionais com o0s instrumentos harmonizados no
Mercado Comum do Sul (Mercosul). Essa resolugdo tem como objetivo definir,
classificar e regulamentar as condi¢cbes para registro e rotulagem dos produtos com
acao antimicrobiana a serem comercializados no Brasil. Este regulamento técnico
compreende os produtos com acdo antimicrobiana destinados ao uso em objetos, sobre
superficies inanimadas e ambientes, em domicilios, em inddstrias, em hospitais, em
locais de manipulagdo de alimentos, em estabelecimentos relacionados com o
atendimento a saude e em locais ou estabelecimentos publicos ou privados. Os
produtos com acao antimicrobiana estdo classificados de acordo com o ambito de
aplicacdo em: uso geral (produtos para uso domiciliar e em ambientes publicos), uso
hospitalar (produtos para uso exclusivo em hospitais e estabelecimentos relacionados
com atendimento a saude), uso em industria alimenticia e afins (produtos destinados a
serem utilizados em locais dedicados a producéo/elaboracédo, fracionamento ou
manipulacdo de alimentos) e uso especifico (produtos destinados a serem utilizados
com fim especifico, segundo as indicacdes de rétulo). Segundo essa resolucdo, o
desinfetante é definido como “produto que mata todos os microrganismos patogénicos
mais ndo necessariamente todas as formas microbianas esporuladas em objetos e
superficies inanimadas” (BRASIL, 2007).

Particularmente em relacdo aos 4&lcoois €é oportuno destacar que sao
amplamente utilizados nas praticas em salde como anti-séptico na pele de pacientes,
na higienizacdo das méos de profissionais de salde e como desinfetante de artigos e
superficies (ANDRADE et al, 2007). Além disso, sao utilizados em domicilios, porém
para consumo doméstico é proibida a venda de alcool liquido através do substitutivo ao
Projeto de Lei 692/07 (DLG, 2007).

Do ponto de vista quimico, os alcoois sdo constituidos por um grupo hidroxila,
ligado a um radical alquila. O &lcool etilico ou etanol, CH3CH,OH (Figura 1) e o
isopropilico (2-propanol) apresentam reconhecida aplicabilidade na &area da saude
(BLOCK, 2001, ANDRADE et al, 2007). O alcool etilico, um dos principais alcoois com
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atividade antimicrobiana € incolor, inflamavel e de odor caracteristico. Pode ser obtido
através da fermentacdo dos agucares, fornecendo apés a destilagédo, o alcool comum a
96° GL (Gay-Lussac) que corresponde a mistura de 96% de etanol e 4% de agua, em
volume. Deste alcool € obtido o alcool 99° GL por destilacdo azeotrépica com
ciclohexano. A partir de entdo surgiram duas expressfes bastante usadas: alcool anidro
e &lcool desnaturado (ou denaturado). O primeiro, também conhecido como alcool
absoluto, € o alcool isento de agua. O segundo é o alcool comum ao qual adiciona-se
substancias com odor ou sabor desagradaveis (denaturante), para evitar o uso indevido
pelo consumidor final (SANTOS, 2004).

Figura 1. Estrutura molecular do etanol ou élcool etilico.

OH

/_,-f

etanol
ou alcool etilico

branco = hidrogénio
werde = carbono
vermelho = oxigénio

Fonte: disponivel em <http://www.ucs.br/.../textos_interativos_06.htm>

Apesar dos alcoois possuirem muitos aspectos desejados para a formulacdo de
um desinfetante ou anti-séptico, pouco é conhecido sobre o modo especifico de agéo
dos mesmos, porém baseado em um aumento da eficAcia em presenca de agua
acredita-se que cause danos a membrana e rapida desnaturacdo de proteinas, com

subsequente interferéncia no metabolismo e lise celular. Os alcoois, para possuirem
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atividade bactericida, tém que ser diluidos em agua, numa faixa de 60% a 90% p/p,
sendo a concentracdo de 70% p/p a mais indicada em funcéo do baixo custo e alta
atividade (LARSON, 1995). Eles tém excelente atividade germicida “in vitro” contra
Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo patégenos multirresistentes como MRSA —
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e VRE — enterococos resistentes a
vancomicina, e varios fungos. Certos virus envelopados (lipofilicos) sdo susceptiveis
aos alcoois quando testados “in vitro” (herpes simples, virus da imunodeficiéncia
humana, virus influenza, virus sincicial respiratorio e virus vaccinia).

Os élcoois ndo possuem atividade contra esporos, oocistos de protozoarios e
certos virus ndo envelopados (ndo lipofilicos). O virus da hepatite B é um virus
envelopado menos susceptivel ao alcool, mas consegue ser inativado pelo alcool a 60-
70%, o que provavelmente também ocorre com o virus da hepatite C (KAWAGOE,
1994).

Para Larson (1995) a maior desvantagem do alcool utilizado para antissepsia da
pele é o seu efeito desidratante. Uma segunda desvantagem € a sua volatilidade e
inflamabilidade e consequentemente cuidados em relagdo ao seu armazenamento
devem ser tomados para que acidentes sejam evitados.

De acordo com dados da Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ), no Brasil,
cerca de 150 mil pessoas por ano sdo vitimas de queimaduras provocadas por

acidentes com alcool liquido, sendo que um terco desse total sdo criangas (Figura 2).

Figura 2. Vitimas de queimaduras com &lcool liquido.
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Fonte: disponivel em <http://www.pgr.mpf.gov.br/pgr/saude/textos/alcool.htm>

O artigo 5° 8§ 2° da Resolucdo RDC n°184, de 22 de outubro de 2001,
estabelece o0s procedimentos referentes ao registro de produtos saneantes
domissanitarios e classifica os produtos com atividade antimicrobiana para efeito de
registro como de Risco Il. Esses produtos devem atender alguns requisitos como: nao
apresentarem efeitos comprovadamente mutagénicos, teratogénicos ou carcinogénicos;
produtos com DLsp oral para ratos, superiores a 200 mg/Kg de peso corplreo para
produtos liquidos e 500 mg/Kg de peso corporeo para produtos sélidos, na diluicdo final
de uso. Além disso, devem atender ao disposto em legislacdes especificas.

Segundo a Portaria DISAD n° 15/88, VII, “Todos os produtos saneantes
domissanitarios com acdo antimicrobiana somente seréo registrados e autorizados para
uso mediante a comprovacdo de sua eficacia aos fins propostos, através de analise
prévia realizada com o produto acabado e nas diluicbes de uso indicadas pelo
fabricante. Os exames serao realizados no Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Ministério da Saude, ou
laboratorios oficiais credenciados para este fim, obedecidos os métodos e
procedimentos do INCQS/Fiocruz”.

O principal propésito de avaliar a eficacia de um desinfetante é verificar se o
produto cumpre o objetivo a que se propde. Um dos problemas ao se testar a eficacia
esta na escolha do método a ser utilizado, visto que desinfetantes e anti-sépticos tém
sido avaliados desde os primordios da bacteriologia, porém ndo existe ainda um
método geral, internacionalmente aceito (HUGO, 1978). Os inUmeros métodos diferem
de um pais para outro, se baseiam em diferentes principios e podem ser classificados
em trés categorias: testes “in vitro” ou testes preliminares, testes praticos e testes de
campo (REYBROUCK, 1975, ROMAO, 1985). A eficacia dos desinfetantes testada em
diferentes paises por diferentes métodos leva a diferentes resultados e
consequentemente uma determinada formulacdo pode vir a ser registrada em um pais
e nao ser aceita em outro (REYBROUCK, 1975).

Atualmente no Brasil a metodologia ainda adotada, apesar da edicdo da
Resolucdo RDC n° 14, de 28 de fevereiro de 2007 (BRASIL, 2007), para avaliacao da
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atividade antimicrobiana segue as determinagdes da “Association of Official Analitical
Chemist” (AOAC) (SINGLETON, 2000), sendo utilizado o Método da Diluicdo de Uso
para todos os desinfetantes na forma liquida, classificados de acordo com o local de
aplicacdo, como de uso geral, para industria alimenticia, para lactarios e hospitalares
para superficie e artigos nao criticos.

A Anvisa, criada pela Lei n°® 9782/99, fundamentada em estudos e dados
cientificos obtidos pela SBQ publicou a Resolucdo RDC n° 46, de 20 de fevereiro de
2002, considerando os riscos oferecidos a saude publica decorrentes de acidentes por
gueimaduras e ingestéo, principalmente em criancas, em virtude da apresentacédo na
forma liquida do élcool etilico, e encontrado a venda por atacadistas e varejistas do
alcool etilico hidratado e anidro, em todas as graduacfes. Segundo essa Resolucéo, o
alcool etilico com graduacdes superiores a 54° GL ou 46° INPM (Instituto Nacional de
Pesos e Medidas) deve ser comercializado unicamente em soluc&o coloidal na forma de
gel desnaturada e no volume maximo de 500 g em embalagens resistentes (BRASIL,
2002).

A Lei 8.080, de 19 de setembro de 1990, a Lei Organica da Saude que
regulamenta o Sistema Unico de Salde (SUS) define em seu artigo 6°, § 1°, |, que por
Vigilancia Sanitaria entende-se o0 conjunto de acdes capaz de prevenir, diminuir ou
eliminar riscos a saude, abrangendo o “controle de bens de consumo que, direta ou
indiretamente, se relacionam com a saude, compreendidas todas as etapas e
processos, da producao ao consumo” (BRASIL, 1990). Sendo assim, a medida tomada
pela Anvisa, por meio da Resolugdo RDC n° 46/02 realiza o sentido das disposicoes
constitucionais, uma vez que o risco de agravos a saude deve ser reduzido pela acao
do Estado, mediante politicas sociais e econdmicas e, da sua atuacdo como O6rgao
responsavel pela saude publica.

Segundo informacéo divulgada pela SBQ, nos primeiros meses de validade da
RDC n° 46/02 foi identificada uma reducéo entre 60% e 65% nos acidentes com alcool
liguido, principalmente envolvendo criangas. O alcool em gel € considerado mais
seguro, pois ndo é altamente inflamavel e ndo propaga o fogo rapidamente (ANVISA,
2003).
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Essa reducao significa também um menor custo para o Estado com tratamento,
uma vez que acidentes com 4alcool liquido provocam graves sequelas estéticas,
psicolégicas e em alguns casos funcionais, levando 3% dos pacientes internados a
Obitos. Segundo a SBQ, o custo diario do tratamento de um paciente com lesdes graves
é de R$ 1.200 a R$ 1.500, sem levar em conta a reabilitagdo e os custos indiretos
(ANVISA, 2003).

Quando a Anvisa editou a RDC n° 46, em 2002, os fabricantes de alcool liquido
tiveram o prazo de seis meses para se adaptarem as novas exigéncias. A solucao
encontrada foi transformar a forma fisica do &lcool, até entdo na forma liquida, em um
gel e alterar a sua propriedade organoléptica, deixando-0 com um gosto amargo que
provocasse repulsdo ao paladar. Isto foi possivel através da adicdo de um carbdmero
para torna-lo mais espesso e da adicdo do desnaturante (SANTOS, 2004). No entanto,
um grupo de fabricantes de &lcool afiliados a Associacdo Brasileira de Produtores e
Envasadores de Alcool (ABRASPEA) recorreu a Justica e foi concedida uma liminar, em
favor deste, permitindo novamente a comercializacdo do alcool liquido em
concentracfes acima de 54° GL (46° INPM), provocando um retrocesso e fazendo com
gue o numero de acidentes voltasse a crescer. Mas, surpreendentemente, foi aprovada
em 31 de outubro de 2007, pela Comissdo de Defesa do Consumidor do Senado a
proibicdo da venda de alcool liquido para consumo doméstico, prevista em substitutivo
do deputado Barbosa Neto (PDT-PR) ao Projeto de Lei 692/07. O substitutivo permite a
venda de alcool liquido apenas em farmacias e drogarias, até o volume de 50 mL. Na
pratica, o produto s6 poderia ser adquirido por entidades como laboratérios cientificos e
consultérios médicos. O substitutivo aprovado legaliza a exigéncia feita em 2002 pela
Anvisa de que o produto fosse vendido na forma de gel. O projeto, que tramita em
carater conclusivo, serd encaminhado para as comissfes de Seguridade Social e
Familia; e de Constituicdo e Justica e de Cidadania, para se transformar em lei (DLG,
2007).

No comércio existiam produtos a base de alcool etilico, na concentracdo de 70%
p/p, vendidos como desinfetantes hospitalares para superficies fixas, que hoje sao
substituidos por formulacdes na forma de gel. Segundo consideracdes da Anvisa
(BRASIL, 2002), quando esses produtos possuem finalidades de higienizacdo ou
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28

desinfeccdo, conforme a Lei n° 6.360/76, s&o considerados saneantes. E quando a
concentracdo do &lcool estiver entre 68% e 72% p/p, trata-se de um produto saneante
com acao antimicrobiana e para ser registrado devera comprovar a sua eficacia contra
0S microrganismos especificados para a sua finalidade de uso.

Produtos a base de &lcool na forma de gel foram introduzidos recentemente em
hospitais de todo o mundo como anti-sépticos para mados (KRAMER et al, 2002,
MACDONALD, 2004) porém, existe ainda muita controvérsia sobre a eficacia desses
produtos. Alguns autores o elegem como excelente devido ao 6timo espectro de acéo,
a falta de necessidade de lavagens com agua, a possivel facilidade de acesso (ao lado
dos leitos) e a rapida acdo (PAULSON et al, 1999, PITTET, 2001). Outros discutem que
as aplicacdes sucessivas do produto nas maos provocam um efeito cumulativo
indesejavel, promovendo a formacdo de uma camada espessa rica em residuos e
matéria organica (incluindo microrganismos vivos) que tendem a interferir na eficacia
desse tipo de produto (PRESSLY, 2000, KRAMER et al, 2002), sendo inclusive
recomendado nos rotulos que o usuario devera lavar as maos com agua e sabdo apos
10 a 15 aplicacoes.

Organizagfes internacionais ainda néo dispdem de metodologia padronizada
para produtos na forma de gel, principalmente por estes produtos possuirem fatores
interferentes como a volatilidade e a viscosidade do gel. No Brasil existem poucos
estudos que ajudem a esclarecer aspectos como a concentracdo de alcool na forma de
gel mais indicada para desinfeccédo e antissepsia, os métodos que avaliem a atividade
antimicrobiana e os métodos que determinem o teor do principio ativo (&alcool etilico)
presente nas diferentes formulacdes dispostas a venda.

A publicacdo da RDC 14/02 e o fato de ndo haver um método definido para
verificar a eficacia do alcool na forma de gel, como desinfetante, foram fatores
determinantes para o desenvolvimento de uma técnica microbioldgica que pudesse
demonstrar a atividade antimicrobiana desse tipo de produto. Porém, a determinacao
de um método analitico acarreta em outra etapa integrante do sistema da qualidade,
que corresponde a validacdo. Validacdo, de acordo com a Associacdo Brasileira de
Normas Teécnicas (ABNT, 2000) é a comprovacdo, através do fornecimento de

evidéncia objetiva, de que o0s requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos
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pretendidos foram atendidos. A validacdo de métodos de ensaios € de fundamental
importancia para comprovar que o0 método ndo normalizado desenvolvido é capaz de

obter resultados tecnicamente validos e inter-comparaveis.

1.1 VALIDACAO DE METODOS BIOLOGICOS

Para garantir que um novo método analitico gere informacfes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validacdo. A
validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionado como “processo que fornece uma evidéncia documentada
de que o método realiza aquilo para o qual é indicado fazer” (USP 30, 2007). A
necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢des quimicas e bioldgicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida para registro de novos produtos pelos 6rgaos reguladores do
Brasil e de outros paises (RIBANI et al, 2004).

A preparacdo de um plano de validacdo comeca pela definicdo dos critérios que
serdo usados para avaliar o desempenho do método, sendo que determinado grupo de
critérios nem sempre serdo aplicados a todos 0os métodos, processos e procedimentos
(BUDOWLE et al, 2008).

Segundo a United State Pharmacopeia (USP 30, 2007) existem trés importantes
tipos de testes microbioldgicos para determinacfes especificas. Estes incluem testes
para determinar se microrganismos estdo presentes em uma amostra, testes para
quantificar o numero de microrganismos e testes elaborados para identificar
microrganismos. Nos testes qualitativos € verificada a presenca ou auséncia de
microrganismos atraves da turvacdo do meio de cultura liquido, e o principal exemplo
deste é o teste de esterilidade.

De acordo com a USP 30 (2007), a validacdo de um método microbiologico é o
processo pelo qual experimentalmente € estabelecido que o desempenho caracteristico
do novo método apresente de modo a satisfazer os requisitos para a aplicagéo

pretendida em comparacdo ao método tradicional. A validacdo de métodos
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microbiolégicos compartilha alguns pardmetros tradicionalmente aplicados aos métodos

analiticos de ensaios quimicos (Tabela 2).

1.1.1 Parametros de validac&o aplicados aos ensaios microbiolégicos qualitativos

1.1.1.1 Especificidade

A especificidade de um método qualitativo microbiolégico € a habilidade de
detectar uma faixa de microrganismos que deve estar presente no teste. Isto esta
diretamente relacionado a promocao do crescimento do meio de cultura para o método

qualitativo que demonstra presenca ou auséncia de microrganismo (USP 30, 2007).

1.1.2 Parametros de validacao aplicados aos ensaios microbioldgicos qualitativos

1.1.2.1 Especificidade

A especificidade de um método qualitativo microbiolégico € a habilidade de
detectar uma faixa de microrganismos que deve estar presente no teste. Isto esta
diretamente relacionado a promoc¢ao do crescimento do meio de cultura para o0 método

qualitativo que demonstra presenga ou auséncia de microrganismo (USP 30, 2007).
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Tabela 2. Parametros analiticos necessarios para validagdo de acordo com o tipo de ensaio
microbiolégico, segundo a USP 30.

Parametros Ensaios Qualitativos Ensaios Quantitativos
Acurécia N&o Sim
Precisé@o N&o Sim
Especificidade Sim Sim
Limite de deteccao Sim Sim
Limite de quantificacéo N&o Sim
Linearidade Nao Sim
Faixa de trabalho N&o Sim
Robustez Sim Sim
Repetitividade Sim Sim
Ruggedness Sim Sim

1.1.2.2 Limite de Deteccéo

O limite de deteccdo é o menor niumero de microrganismos em uma amostra que
pode ser detectado sob determinadas condicbes experimentais. Um teste de limite
microbiolégico determina a presenca ou auséncia de microrganismos, por exemplo,

auséncia de Salmonella spp em 10g (USP 30, 2007).

1.1.2.3 Robustez

Segundo a USP 30 (2007) a robustez é definida como medida da capacidade do

método ndo ser afetado por pequenas, porém deliberadas variagbes em alguns
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parametros do método, fornecendo uma indicagdo da confiabilidade de seu uso. Diz-se
que um meétodo é robusto quando ele ndo é afetado por uma modificagdo pequena e
deliberada em seus parametros. As modificacfes introduzidas refletem as alteracGes
que podem ocorrer quando um método é transferido para outros laboratérios, analistas,
equipamentos, etc.

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organiza¢cbes nacionais e internacionais. Infelizmente algumas
definicbes sao diferentes entre as diversas organizacdes. A definicdo de robustez é um
exemplo de divergéncia. A “International Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC)
utiliza o mesmo conceito de robustez para a palavra “ruggedness”. A USP também
utiliza o termo “ruggedness” para robustez, mas com uma definicdo diferente que
lembra a reprodutibilidade (RIBANI et al, 2004).

1.1.2.4 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é a proximidade de concordancia entre os resultados de
medigbes sucessivas do mesmo analito sob condigbes similares, mas né&o
necessariamente condicdes idénticas (BUDOWLE et al, 2008). A reprodutibilidade
refere-se aos resultados dos estudos de colaboracdo entre laboratérios e deve ser
considerada em situagcdes como padronizacdo de procedimentos analiticos a serem
incluidos, por exemplo, em farmacopeias, procedimentos do CODEX, etc (RIBANI et al,
2004).

1.1.2.5 Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicbes

sucessivas de um mesmo meétodo, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medicéo,
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chamadas condi¢cbes de repetitividade: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes, mesmo local, repeticdes em um curto
intervalo de tempo. O termo repetitividade € adotado pelo Vocabuléario Internacional de
Metrologia, sendo utilizado pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (Inmetro). Por outro lado, a Anvisa utiliza 0 mesmo conceito para o termo
repetibilidade (RIBANI et al, 2004).

1.1.2.5 “Ruggedness”

E o nivel de precisdo dos resultados do teste obtidos pela analise da mesma
amostra sob variadas condicdes normais do teste, como diferentes analistas,
instrumentos, lotes de reagentes, e laboratérios. A “ruggerdeness” pode ser definida
como a resisténcia intrinseca que exerce influéncia através de variaveis operacionais e

do meio ambiente nos resultados do método microbiologico (USP 30, 2007).
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2 OBJETIVO GERAL

Os saneantes domissanitarios com acao antimicrobiana constituem uma
categoria de produtos, sujeita ao regime de vigilancia sanitaria, que tém como objetivos
principais promover a desinfeccdo ou esterilizagdo de superficies, objetos inanimados,
em ambientes domeésticos, coletivos e hospitalares. Considerando a ampla utilizacédo do
alcool como um produto desinfetante e a publicacdo da Resolu¢cdo RDC n° 46, de 20 de
fevereiro de 2002 determinando que o alcool etilico com graduac¢des superiores a 54°
GL ou 46° INPM devem ser comercializados unicamente em solucdes coloidais na
forma de gel, se faz necessaria a determinacdo de um método para avaliar a atividade
antimicrobiana do alcool na forma de gel levando-se em conta o direito do consumidor
em proteger seus interesses econdmicos, a vida, a salde e a seguranca contra 0s
riscos provocados por praticas no fornecimento de produtos considerados nocivos a

saude.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- avaliar a atividade antimicrobiana de uma formulacéo de alcool etilico a 70% (v/v), na

forma liquida manipulado em nosso laboratério através do método da Diluicdo de Uso;

- avaliar a atividade antimicrobiana de uma formulacéo de alcool etilico a 70% (v/v), na
forma liquida manipulado em nosso laboratério através do método para a Avaliacao da

Atividade Bactericida de Desinfetantes nas Formas de “Spray” e Aerossol;

- avaliar a atividade antimicrobiana do alcool etilico na forma de gel adaptando a
metodologia de avaliacdo da atividade antimicrobiana aplicada para produtos em

“Spray” e aerossol;



35

- determinar o volume minimo, de &lcool etilico na forma de gel em diferentes

concentragdes, que ainda apresenta atividade antimicrobiana;

- realizar estudos que permitam a validacdo do método analitico desenvolvido para
comprovacdo da eficicia do &lcool etilico na forma de gel, para que este possa ser

utilizado oficialmente no INCQS.
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3 METODOLOGIA

3.1 CEPAS BACTERIANAS

Neste trabalho foram utilizadas as cepas de referéncia de Staphylococcus aureus
INCQS n° 00039 (ATCC 6538), Salmonella choleraesuis INCQS n° 00028 (ATCC
10708) e Pseudomonas aeruginosa INCQS n° 00025 (ATCC 15442), preconizadas nos
ensaios de avaliagdo da atividade antimicrobiana de desinfetantes pela “Association of
Official Analytical Chemists” (AOAC) (BELOIAN, 1990), fornecidas pelo Laboratério de

Microrganismos de Referéncia do INCQS.

3.1.1 Manutencao dos microrganismos de referéncia para o Método da Diluicdo de Uso

As cepas de referéncia foram crescidas em agar nutriente inclinado e apoés
incubacédo por 48 h a 36 + 1° C estocadas em geladeira a 4° C por um més, quando
eram substituidas por novos crescimentos dos microrganismos obtidos com repiques
mensais da cultura. As culturas foram renovadas semestralmente através da abertura
de novas ampolas contendo microrganismos liofilizados. Os microrganismos liofilizados
presentes nessas ampolas foram reconstituidos de acordo com as recomendacdes do
“American Type Culture Collection” (ATTC, 2008).

3.1.2 Manutencdo dos microrganismos de referéncia para o método da Avaliacdo da
Atividade Bactericida de Desinfetantes nas Formas de “Spray” e Aerossol e para o

Método Adaptado para Avaliar a Atividade Bactericida do Alcool Etilico na Forma de Gel
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As cepas de referéncia foram crescidas em &gar nutriente inclinado e apés
incubacédo por 24 h a 36 + 1° C, estocadas em geladeira a 4° C por um més quando
eram substituidas por novos crescimentos dos microrganismos obtidos com repiques
mensais da cultura. As culturas foram renovadas semestralmente através da abertura
de novas ampolas contendo os microrganismos liofilizados, que foram reconstituidos
segundo recomendacdes da AOAC (SINGLETON, 2000).

3.2 CARREADORES

Para o Método da Diluicdo de Uso foram utilizados cilindros estéreis de aco
inoxidavel tipo 304, SS18-8, polidos, adquiridos da Fischer Scientific. Para o Método da
Avaliacao da Atividade Bactericida de Desinfetantes nas Formas de “Spray” e Aerossol,
e para o Método Adaptado para Avaliagdo da Atividade Bactericida do Alcool Etilico na
Forma de Gel foram utilizadas laminulas de vidro para microscopia medindo de 24 x 24

mm, ndo corrosiva, espessura 0,13 — 0,16 mm (GlassTécnica).

3.3 PRODUTOS

> Alcool Etilico na Forma Liquida
A cada experimento de avaliagdo da atividade antimicrobiana do alcool etilico na
forma liquida foi preparado no proprio laboratério 1L de &lcool etilico a 70% (v/v), a
partir do &lcool comercial a 92,8 INPM diluido com agua destilada purificada estéril.

Nesse trabalho o alcool manipulado no laboratorio foi identificado como produto F.

» Alcool Etilico na Forma de Gel
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Os experimentos para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram conduzidos
empregando-se produtos adquiridos no comércio, apresentando diferentes
concentracbes. Esses foram identificados como produtos A, B, C, D e E, e estdo

descritos a segquir:

( A. Alcool etilico a 54° GL (46° INPM)

B. Alcool etilico a 63° GL (65° INPM)
Produtos < C. Alcool etilico a 77° GL (70° INPM)
D. Alcool etilico a 77° GL (70° INPM)
\ E. Alcool etilico a 82° GL (75° INPM)

O Produto D foi o unico alcool etilico na forma de gel, encontrado no comércio,

que possuia registro no Ministério da Saude do Brasil.

3.4 METODO DA DILUICAO DE USO

Esse método foi utilizado para comprovar a eficacia do alcool etilico a 70% (v/v)
manipulado no laboratério. O Método da Diluicao de Uso foi realizado segundo a AOAC
(BELOIAN, 1990) e o POP INCQS n° 65.3210.007 (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b)
gue estabelecem a metodologia a ser adotada para a avaliacdo da atividade bactericida
de desinfetantes na forma liquida.

A partir das culturas estocadas foram realizados 3 repiques consecutivos. Estes
foram incubados a 36 + 1° C por 24 horas em 10 mL de Caldo Nutriente para
Staphylococcus aureus ATCC 6538, para Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e para
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. O 4° repique consecutivo, a ser utilizado no
ensaio, foi preparado através da inoculagcdo de no minimo 7 tubos contendo 10 mL de
caldo nutriente incubados a 36 + 1° C por 48 horas (Figura 3). Apos o tempo de
incubacdo, as culturas testes foram agitadas e reunidas em um frasco estéril, e
distribuidas em aliquotas de 20 mL em 6 tubos 25 x 150 mm estéreis (Figura 4). Foram

entdo transferidos 11 cilindros de ago inox, com auxilio do gancho de transferéncia para
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cada 10 mL da cultura teste de 48 h, onde permaneceram submersos por 15 minutos a
temperatura ambiente (Figura 4). Apos esse tempo de contato, utilizando-se o gancho
flambado, os 11 cilindros foram cuidadosamente dispostos verticalmente em placa de
Petri forradas com duas folhas de papel de filtro Whatman n° 2, e as placas foram

levadas a estufa bacteriolégica a 36 + 1° C por 40 minutos (Figura 5).

Figura 3. Etapa inicial da preparacéo do inoculo realizada a partir das culturas estocadas
para 0 Método da Diluicdo de Uso - POP INCQS n° 65.3210.007 (MANUAL DA
QUALIDADE, 2006b).

5. Ztiraus
5. choleraesuis P. aeruginosa

Agar Nutriente

Cystine Tryptic Agar
(AN]

(CTA)

4 Repigues consecutivos / Caldo Nutriente / 36 + 12C

— = = —>

10R / 24h  20R /24h  30R / 24h  49R / 48h (7 tubos)
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Figura 4. Esquema dos procedimentos empregados no preparo do indculo, utilizado no ensaio do
Método da Diluicdo de Uso - POP INCQS n° 65.3210.007 (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b) a partir do
4° repique ap0s incubagao a 36 + 1 °C por 48 h.

4° Repique - 7 tubos contendo 10 mL de Caldo Nutriente

e ApOs o tempo de incubacgéo (48 h /36 + 1° C) agitar as culturas teste por 3 a
4 segundos em agitador de tubos;

. Deixar em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente.

e Fazer um “pool” das culturas
bacterianas dos tubos para um

erlenmeyer estéril e agitar;

e

I
)

*

e Distribuir aliquotas de 10 mL em
tubos estéreis;
e [n6culo (10 mL/tubo)
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Figura 5. Transferéncia dos cilindros entre tubos no Método da Diluicdo - POP INCQS n° 65.3210.007
(MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

l -U TransFeréncia dos Cilindros B &5
g
- 5 > 8 a8
) =
SN
i
In6culo Inéculo + 11 cilindros 11 cilindros / placa com papel de filtro
(10 mL/tubo) (15 minutos de contato) (36 £ 1°C /40 min.)

Cada um dos cilindros foi transferido assepticamente e cronometradamente, com
intervalo de 1 minuto, para cada um dos 10 tubos contendo 10 mL do produto a
temperatura de 20°C. Apés o tempo de exposicdo de 10 minutos, os cilindros foram
transferidos para os 10 tubos contendo 10 mL de caldo nutriente. Apés 10 minutos, a
contar da transferéncia do ultimo cilindro para o tubo com o caldo nutriente, foram
novamente transferidos para tubos contendo 10 mL do mesmo meio de subcultura e os
20 tubos de meio de cultura foram incubados a 36 + 1°C por 48 horas. Esse
procedimento foi realizado utilizando-se no total 60 cilindros de aco inoxidavel
perfazendo 120 tubos contendo o meio de subcultura e que foram incubados (Figura
6).

Para leitura do ensaio foi observada a auséncia ou a presenca de crescimento,
apos incubacgdo, através da turvacdo do meio de cultura. O produto, para ser
considerado satisfatorio, deveria ser capaz de matar o microrganismo teste em 59 dos
60 cilindros utilizados, o que confere um nivel de confianga de 95%. O ensaio foi
repetido de acordo com os critérios preconizados no POP INCQS n° 65.3210.007
(MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).
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Figura 6. Esquema da transferéncia dos cilindros entre tubos utilizados no Método da Diluicdo de Uso -
POP INCQS n° 65.3210.007 (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b). T indica o tempo de transferéncia, T1
corresponde ao momento que o crondmetro marca o tempo 1 minuto, quando o 1° cilindro é transferido
para o 1° tubo contendo o produto em estudo (P1); apdés um minuto (T2) outro cilindro é transferido para o
2° tubo contendo o produto e assim sucessivamente. O Ultimo cilindro é transferido no tempo T10 ao tubo
P10 e no minuto seguinte o 1° cilindro, que se encontra no tubo P1 que tera totalizado 10 minutos de
contato com o produto, é transferido no tempo T11 para o 1° tubo contendo o meio de cultura (CN 1). No
tempo T12 o 2° cilindro é transferido do tubo T12 para o tubo CN2 e assim sucessivamente.

g B Do total de 11 cilindros de ago

8 inoxidavel, 10 séo transferidos da

S 28 placa de Petri para os tubos P1 a

8 8 P10 com intervalo de 1 minuto
88 8 entre cada transferéncia.

* Bateria de 10
. tubos contendo

10 mL do Produto
- (P) mantidos em
E’ banho-maria a
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P P P1

P7 8 9 0 20°C.
v v v v v v v v v v
T11 T12 T13 T14 T15 Ti6 T17 T18 T19 T20

i it it it it it it it it L

i i i i i

. * 12 Bateria de
- Subcultura
B C. nutriente —CN

(10 mL/ tubo)
CN1 CN 2 CN3 CN4 CN5 CN6 CN7 CN8 CN9 CNI1C

\

v v v v v v v v v

. * 22 Bateria de
Subcultura

- C. nutriente —CN

(10 mL/ tubo)
CN1R CN2R CN3R CN4R CN5R CN6R CN7R CNB8RCNIY9R CN 10R
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3.4.1 Controles de esterilidade

Todo material envolvido no ensaio foi testado quanto sua esterilidade, evitando a
ocorréncia de resultado falso-positivo. Os controles realizados nos ensaios estéo

descritos abaixo:

3.4.1.1 Esterilidade do meio de subcultura

A esterilidade dos meios de subcultura foi verificada através da incubacéo, a 36 +
1° C por 48 horas, de um tubo do mesmo lote do meio de subcultura utilizado no ensaio,
e ndo deve ser observado crescimento microbiano (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

3.4.1.2 Esterilidade da agua purificada

Neste procedimento foi adicionado 0,2 mL da agua purificada estéril, usada para
diluir o produto F, a um tubo contendo o meio de subcultura utilizado no ensaio e
incubado a 36 + 1° C por 48 horas, e ndo deve ser observado crescimento microbiano.
(MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

3.4.1.3 Esterilidade dos lotes de pipetas

Conforme o POP INCQS n° 65.3210.007 foi separada uma pipeta de cada lote
utilizado no ensaio e com o auxilio de um pipetador automético realizada a aspiracédo do

meio de subcultura até acima da marcacdo da graduacao, permitindo logo em seguida,
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a saida do liquido para o mesmo tubo. Este procedimento foi repetido 3 vezes. O tubo
foi incubado a 36 + 1° C por 48 horas, e ndo deve ser observado crescimento
microbiano (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

3.4.1.4 Esterilidade dos carreadores

Um cilindro estéril, do lote empregado no ensaio, foi transferido para um tubo
contendo o meio de subcultura utilizado no ensaio e incubado a 36 + 1° C por 48 horas,
e ndo deve ser observado crescimento microbiano (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

3.4.2 Controle positivo

Os controles positivos s@o obtidos pela inoculagdo de cepas microbianas aos
meios de cultura e aos meios de cultura acrescidos do produto, permitindo verificar
tanto a adequacdo dos meios de cultura em promover o crescimento de
microrganismos, como Vverificar a presenca de atividade inibitoria do produto sobre o
crescimento microbiano e a eficiéncia do sistema inativador.

Destinam-se a evitar a ocorréncia de um resultado falso-negativo, ou seja, uma
cultura produto contaminado ser considerado estéril pelo fato do meio de cultura ndo
permitir o desenvolvimento de contaminantes, ou devido a presenca de substancias
inibidoras do crescimento que nao foram adequadamente inativadas.

Os controles positivos foram obtidos através da verificacdo da viabilidade do
meio de subcultura. Um cilindro contaminado e seco foi transferido para um tubo
contendo o mesmo lote do meio de subcultura utilizado no ensaio. Este foi incubado a
36 + 1° C por 48 horas. ApoOs esse tempo de incubacdo a evidéncia de crescimento é
observada através da turvacdo do meio de subcultura (MANUAL DA QUALIDADE,

2006b).
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3.4.3 Controle de resisténcia do microrganismo

As culturas teste foram verificadas quanto a resisténcia ao fenol, como descrito
no POP INCQS n° 65.3210.007 (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b). A partir da solugéo
estoque de fenol a 5% (1:20) foram preparadas solucdes a 1:60 e 1:70 para
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Tabela 3), 1:80 e 1:90 para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 (Tabela 4) e 1:90 e 1:100 para Salmonella choleraesuis ATCC
10708 (Tabela 5), diretamente nos tubos, utilizando agua purificada estéril. Os tubos
contendo as solugbes de fenol e os tubos com as culturas teste foram colocados em
banho de agua a 20°C. Foi adicionado 0,5 mL da cultura teste ao tubo contendo a maior
concentracdo da solucdo de fenol, de acordo com a solucdo preparada, conforme o
microrganismo utilizado (1:60 — S. aureus, 1:80 - P. aeruginosa e 1:90 — S.
choleraesius), e apo6s o intervalo de 1 minuto foi realizado o0 mesmo procedimento com
0 tubo contendo a menor diluicdo do fenol. Apdés cada adicdo o tubo foi agitado
delicadamente e recolocado no banho de agua a 20°C. Apos exatamente 5 minutos de
contato da primeira semeadura foi transferido uma al¢cada, com auxilio de uma alca de
transferéncia de 4 mm de didametro, da mistura da mistura da maior concentracdo de
fenol com a cultura teste para um tubo contendo 10 mL de caldo nutriente. Apos 1
minuto foi realizada a mesma operacdao com o tubo contendo a mistura da solucédo de
menor concentracdo com a cultura. Esta operacdo foi repetida para os tempos de
contato correspondentes a 10 e 15 minutos. Os tubos foram agitados e incubados a 36
+ 1° C por 48 horas. Todos os procedimentos foram realizados sob condi¢cdes
assépticas (MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).
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Tabela 3. Perfil de resisténcia padréo para Staphylococcus aureus ATCC 6538 frente ao fenol (MANUAL
DA QUALIDADE, 2006b).

Tempo de Contato (min)

5 10’ 15’
Fenol
1:60 (P) ou (N) (P) ou (N) (N)
1:70 (P) (P) (P)

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano.
Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Tabela 4. Perfil de resisténcia padrdo para Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 frente ao fenol
(MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

Tempo de Contato (min)

5 10’ 15’
Fenol
1:80 (P) ou (N) (P) ou (N) (N)
1:90 (P) P) P)

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano.
Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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Tabela 5. Perfil de resisténcia padrao para Salmonella choleraesuis ATCC 10708 frente ao fenol
(MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

Tempo de Contato (min)

5 10° 15’
Fenol
1:90 (P) ou (N) (P) ou (N) (N)
1:100 (P) (P) (P) ou (N)

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

35 METODO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DE
DESINFETANTES NAS FORMAS DE “SPRAY” E AEROSSOL

Este método foi utilizado com objetivo de se testar a eficacia do alcool etilico a
70% (v/v), na forma liquida manipulado no laboratério acondicionado em embalagem
“Spray”. Esse método foi posteriormente adaptado para avaliar a eficacia do alcool
etilico sob a forma de gel. O método foi realizado segundo a AOAC (SINGLETON,
2000) e o POP INCQS n° 65.3210.019, empregado para Avaliagcdo da Atividade
Bactericida de Desinfetantes nas Formas de “Spray” e Aerossol (MANUAL DA
QUALIDADE, 2006a).

Resumidamente, a partir das culturas estocadas, foram realizados no minimo 3 e
no maximo 15 repiques diarios consecutivos de 24 horas a 36 + 1° C em caldo sintético
para Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708, e em
caldo nutriente para Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Para realizar o ensaio,
foram utilizadas culturas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 de 48 horas incubadas a 36 + 1° C em caldo nutriente e de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 de 24 horas incubadas a 36 + 1° C em caldo

nutriente. As culturas foram agitadas e, com uma pipeta capilar ou al¢a de transferéncia
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estéreis, foram transferidos 0,01 mL da cultura teste para a superficie de uma laminula,
que foram espalhados uniformemente sobre toda a &rea, deixando as bordas livres. A
laminula foi colocada em uma placa de Petri forrada com 2 folhas de papel de filtro
Whatman n° 2 e levadas para estufa bacteriolégica a 36 + 1° C por 30 — 40 minutos.
Apo6s a incubacédo, a laminula foi retirada da placa de Petri com auxilio de uma pinca
flambada, e o produto foi aplicado por 10 segundos mantendo-se uma distancia de 30
centimetros entre o produto e a laminula. Foi aguardado o tempo de contato de 10
minutos para cada laminula, onde o excesso de liquido aplicado foi drenado, e as
laminulas foram transferidas, em intervalos de 1 minuto entre cada transferéncia, para
tubos de 32 x 200 mm contendo 20 mL de caldo nutriente. Caso 0 meio de cultura
apresentasse turvacao apdés 30 minutos, a laminula correspondente ao tubo que
apresentou turvacgdo seria transferida para outro tubo contendo caldo nutriente. Esse
procedimento foi repetido para 60 laminulas. Todos os 60 tubos contendo meio de

cultura foram incubados a 36 + 1° C por 48 horas (Figura 7).

Figura 7. Resumo dos procedimentos empregados no Método para Avaliacdo da Atividade Bactericida
de Desinfetantes nas Formas de “Spray” e Aerossol.

N

Caldo Nutriente /48 h Contaminacao e Secagem “Spray” / 10” Incubacao -36+1°C /48 h

-
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Foram realizados os controles de viabilidade do meio de cultura, esterilidade do
meio de cultura e esterilidade das laminulas, conforme descrito no método da diluigdo
de uso. Apés a incubacédo, nos tubos contendo as laminulas, observamos a auséncia
ou presenca de crescimento através da turvacdo do meio de cultura. O produto para ser
considerado satisfatorio, deveria ser capaz de matar os microrganismos teste sobre 59
das 60 laminulas utilizadas, o que confere um nivel de confianca de 95%. Todos os
procedimentos foram realizados sob condi¢cdes assépticas. O ensaio foi repetido de
acordo com os critérios preconizados no POP INCQS n° 65.3210.019 (MANUAL DA
QUALIDADE, 2006a).

3.6 METODO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DO ALCOOL
ETILICO NA FORMA DE GEL

Este método foi desenvolvido a partir de algumas adaptacdes realizadas no
Método para Avaliacdo da Atividade Bactericida de Desinfetantes nas Formas de
“Spray” e Aerossol. A partir das culturas estocadas, foram realizados no minimo 3 e no
maximo 15 repiques diarios consecutivos de 24 horas a 36 + 1° C em caldo nutriente
para 0S microrganismos teste Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Para realizar o
ensaio, foram utilizadas culturas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 e de
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 de 48 horas incubadas a 36 + 1° C em caldo
nutriente e de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 de 24 horas incubadas a 36 + 1°
C em caldo nutriente. As culturas foram agitadas e com uma pipeta capilar ou alca de
transferéncia estéril, transferimos 0,01 mL da cultura teste para a superficie de uma
laminula que foram imediatamente espalhadas uniformemente, sobre toda a area,
deixando as bordas livres. A laminula foi colocada em uma placa de Petri, forrada com
2 folhas de papel de filtro Whatman n° 2, e levada para estufa por 30 — 40 minutos a 36
+ 1° C. ApOs incubacao, foi aplicado o produto B (63° GL) sobre cada laminula, com o

auxilio de uma micropipeta. Essa micropipeta ndo permitiu realizar a medi¢do de forma
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uniforme devido a viscosidade do produto na forma de gel, assim ndo conseguimos
realizar a medicéo de forma precisa. Por isso foi substituida pela pipeta graduada de 1
mL, a qual foi utilizada para a determinacdo do volume minimo bactericida a ser
aplicado sobre a laminula contaminada. Apdés o tempo de contato de 10 minutos as
laminulas foram transferidas, em intervalos de 1 minuto entre cada transferéncia, para
tubos de 32 x 200 mm contendo 20 mL de caldo nutriente. Caso o meio de cultura
apresentasse turvacado apos 30 minutos, a laminula correspondente ao tubo que
apresentou turvacao seria transferida para outro tubo contendo caldo nutriente. Esse
procedimento foi repetido para 60 laminulas. Todos os 60 tubos foram incubados a 36 +
1° C por 48 horas (Figura 8).

Figura 8. Esquema do método, utilizando uma laminula. Sendo que este procedimento foi repetido para
as 60 laminulas de vidro.
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Os controles realizados foram viabilidade do meio de cultura, esterilidade do
meio de cultura e esterilidade dos carreadores (laminulas), conforme descrito no
meétodo da diluicdo de uso. Observamos a auséncia ou presenca de crescimento, apés
incubacédo, nos tubos contendo as laminulas através da turvacdo do meio de cultura.
Foi considerado o mesmo critério de aceitacdo utilizado para produtos na forma liquida,
ou seja, 0 produto para ser considerado satisfatorio, deveria ser capaz de matar 0s
microrganismos teste sobre 59 das 60 laminulas utilizadas, o que confere um nivel de
confianca de 95%. O ensaio foi repetido de acordo com os critérios preconizados no
POP INCQS n° 65.3210.019 (MANUAL DA QUALIDADE, 2006a).

3.6.1. Determinag&o da carga microbiana de S. aureus ATCC 6538 no cilindro de aco

inoxidavel

Com o objetivo de verificar a carga microbiana do inoculo utilizado no ensaio
foram realizadas diluicbes decimais do 4° repique de S. aureus ATCC 6538, incubado a
36 + 1° C por 48 horas em caldo nutriente, que foram plaqueadas em duplicata em meio
TSA, através da técnica de “pour-plate”. Foi também determinada a carga microbiana
presente no cilindro de aco inoxidavel, utilizando-se 3 desses carreadores
contaminados e secos, que foram sonicados em solugdo salina estéril. Posteriormente
foram realizadas diluicbes seriadas em caldo nutriente, que foram plagueadas em
duplicata em meio TSA, através da técnica de “pour-plate” com o objetivo de usar a
mesma carga microbiana sobre as laminulas de vidro utilizadas na técnica para

produtos na forma de “Spray” e aerossol.

3.7 APLICACAO DE PARAMETROS DE VALIDACAO PARA ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS QUALITATIVOS
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Essa etapa do trabalho visa a realizagcdo de um estudo de validagdo da
metodologia (teste qualitativo) desenvolvida de modo a torna-la segura para ser
aplicada nos laboratérios analiticos, portanto a principio foram avaliados apenas os

seguintes parametros: especificidade, robustez e repetitividade (USP 30, 2007).

3.7.1 Especificidade

A especificidade de um método microbiol6gico qualitativo € a habilidade de
detectar o crescimento do microrganismo. Esta propriedade estd diretamente
relacionada ao meio de cultura utilizado, onde foi observada a presenca ou auséncia do
microrganismo de acordo com a turvacdo do meio de cultura. Para a confirmacéo do

microrganismo teste utilizado foram realizados os seguintes procedimentos:

o Staphylococcus aureus

O crescimento bacteriano foi semeado em placas de Petri contendo agar soja
triptica e em agar seletivo manitol salgado, e as placas foram incubadas por 24 horas a
36 + 1° C. Ap6s a incubacédo foi observada a morfologia colonial e realizada a
bacterioscopia corando pelo Método de Gram. A prova da coagulase também foi

realizada.

o Salmonella choleraesuis
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O crescimento bacteriano foi semeado em placas de Petri contendo agar soja
triptica e em meio seletivo agar Salmonella-Shigella (SS), e as placas foram incubadas
por 24 horas a 36 + 1° C. ApoOs a incubacgdo foi observada a morfologia colonial e
realizada a bacterioscopia corando pelo Método de Gram. A sorologia com soro

polivalente também foi realizada.

o Pseudomonas aeruginosa

O crescimento bacteriano foi semeado em placas de Petri contendo &gar soja
triptica e em &gar seletivo cetrimida, e as placas foram incubadas por 24 horas a 36 +
1° C. Apds a incubacéao foi observada a morfologia colonial e realizada a bacterioscopia

corando pelo Método de Gram. A prova da oxidase também foi realizada.

3.7.2 Repetitividade (“in-house”)

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo meétodo, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medicéo,
chamadas condi¢cbes de repetitividade: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
instrumento usado sob as mesmas condicbes e mesmo local. Nesse trabalho o
procedimento de analise foi repetido no minimo trés vezes onde foram mantidas as
mesmas condicdes de medicdo: mesmo produto, analista, condicbes ambientais,

instrumentos, microrganismos.

3.7.3 Robustez
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E a medida da capacidade do método ndo ser afetado por pequenas, porém
deliberadas variacdes em alguns parametros do método, e fornece uma indicacédo da
confiabilidade de seu uso. Diz-se que um método é robusto quando ele ndo é afetado
por uma modificagcdo pequena e deliberada em seus parametros. As modificacfes
introduzidas refletem as altera¢cées que podem ocorrer quando um método é transferido
para outros laboratoérios, analistas, equipamentos, etc. Nessa avaliacdo foram usados
trés diferentes instrumentos laboratoriais: a micropipeta de 1000 uL marca Gilson, a
alca de transferéncia de 4 mm de didmetro interno descartavel e a alga calibrada de
platina de 4 mm de diametro interno de platina. Estes instrumentos foram utilizados
visando verificar a possivel interferéncia dos mesmos, durante a aplicacdo do método
na etapa referente ao indculo, e para isso uma cultura de Staphylococcus aureus ATCC
6538 incubada por 48 horas a 36 + 1 °C foi utilizada. O in6éculo tomado usando-se 0s
trés instrumentos foi transferido para diferentes tubos contendo solucdo salina estéril,
posteriormente foi determinado o niumero de unidades formadores de colénia/mL pela
técnica do “pour-plate” em "Plate Count Agar" (PCA). Apds a determinagdo do numero
de unidades formadores de coldnia foram calculadas as médias de cada grupo e em
seguida os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com nivel
de significancia de 5%, para verificar se existiriam diferencas entre os grupos formados
de acordo com o instrumento laboratorial utilizado.

Como, de acordo com o método para avaliagdo da atividade bactericida de

desinfetantes nas formas de “spray”’ e aerossol, a cultura bacteriana poderia sofrer
repiques consecutivos por até 15 dias, foram comparadas as contagens de UFC obtidas
com diferentes instrumentos laboratoriais nos dias 4, 10 e 15, visando verificar se
existiria alteracdo do inéculo relacionada ao tempo de incubacao. Apds a determinacéo
do numero de unidades formadores de colénia foram calculadas as médias de cada
grupo, e posteriormente, os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de 5%, para verificar se existiriam diferencas entre

os grupos formados de acordo com o tempo de incubacéo utilizado.
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Outro parametro alterado foram os analistas. Trés analistas realizaram a
metodologia ora desenvolvida, em dias diferentes, sendo que cada um preparou a

cultura teste e realizou todo o ensaio propriamente dito.

3.8 APLICACAO DO METODO ADAPTADO USANDO-SE PRODUTOS DISPOSTOS A
VENDA

Apbés os ensaios envolvendo parametros de validacdo, o método
desenvolvido foi utilizado para Avaliacdo da Atividade Bactericida de produtos a base
de élcool etilico na forma de gel nas concentracdes de 82° GL (1produto), 77° GL (2

produtos, um com registro na Anvisa) e 54° GL (1 produto).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) com nivel de significAncia de 5%,
utilizando funcdo especifica do programa Microsoft® Excel 2000 para anélise dos
resultados obtidos variando-se os instrumentos laboratoriais e o tempo de incubacéo do

in6culo.
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4 RESULTADOS

4.1 METODO DA DILUICAO DE USO

Esse método foi utilizado para confirmarmos a eficacia do produto F, que foi
considerado eficaz frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, tendo sido capaz
de eliminar os microrganismos teste sobre os 60 cilindros (Tabela 6). Todos os
controles como os perfis de resisténcia dos microrganismos frente ao fenol (Tabela 7),
esterilidade dos lotes de pipetas, esterilidade da agua destilada estéril, esterilidade dos
cilindros de aco inoxidavel, esterilidade do meio de cultura e viabilidade do lote de meio
de cultura apresentaram-se dentro dos padrdes desejados (Tabela 6).

Os resultados obtidos através deste método nos deram seguranca para testar o
alcool etilico a 70% na forma liquida (produto F), utilizando a metodologia para produtos

em “Spray” e Aerossol.

Tabela 6. Resultados obtidos através do Método da Diluicdo de Uso utilizando-se alcool etilico a 70%

manipulado no laboratério (Produto F).

Total de Carreadores

Positivos
Microrganismo Controles Resultado
Ensaio
I m Esterilidade Viabilidade
S. aureus 0 0 C C S
S. choleraesius 0 C C S
P. aeruginosa 0 0 C C S

(C) Conforme; (S) Satisfatorio.

Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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Tabela 7. Resultados obtidos do controle de resisténcia das culturas teste frente as solugfes de fenol.

ENSAIO I ENSAIO IT

Microrganismo Produto  Fenol Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.)
5 10 15 5' 10 15

S F 1:60 P P N P N N

. aureus 170 P P P P P p

. 1:90 P P N P P N

S. choleraesuis F 1:100 p p p p = p
p . F 1:80 P P N P P N
. aeruginosa 1-90 P P P p = p

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

42 METODO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DE
DESINFETANTES NAS FORMAS DE “SPRAY” E AEROSSOL

Antes de comecarmos os experimentos usando o alcool etilico na forma gel,
resolvemos testar este método com o alcool etilico 70% (v/v), pois este seria 0 método
que sofreria adaptacdes para avaliar a eficacia de produtos sob a forma de gel. O
produto manipulado foi considerado eficaz quando testado frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708. Porém o mesmo
resultado ndo foi obtido com Staphylococcus aureus ATCC 6538, que apresentou
crescimento acima do permitido em trés experimentos repetidos (Tabela 8). Todos os
controles como perfil de resisténcia dos microrganismos frente ao fenol (Tabela 9),
esterilidade dos lotes de pipetas, esterilidade das laminulas, esterilidade do meio de
cultura e viabilidade do lote de meio de cultura foram considerados dentro dos padrdes
desejados estabelecidos pelo método (Tabela 8). Com o objetivo de adequarmos o
indculo, procedemos a contagem da carga microbiana presente em cada cilindro, usado

no Método da Diluicdo de Uso, contaminado com uma cultura de 48 h de
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Staphylococcus aureus ATCC 6538 através da técnica de “pour-plate”. Em paralelo,
também realizamos a contagem do numero de unidades formadoras de colbnia
presentes na cultura de S. aureus de 48 h. Obtivemos carga microbiana média por
cilindros de 5,5 x 10* UFC/mL (média referente a contagem sobre 3 cilindros) e na
contagem da cultura teste de 48 h obtivemos 1,04 x 10® UFC/mL. Diluimos a cultura de
Staphylococcus aureus ATCC 6538, a ser usada nos experimentos seguintes, para
cerca de 10* UFC/ mL. Com essa padronizacao realizamos novamente os experimentos
e obtivemos como resultado a eficacia apresentada pelo alcool etilico manipulado
(Tabela 10). Todos os controles como os perfis de resisténcia dos microrganismos
frente a solucdo de fenol (Tabela 11), esterilidade dos lotes de pipetas, esterilidade das
laminulas, esterilidade do meio de cultura e viabilidade do lote de meio de cultura foram
considerados dentro dos padrbes estabelecidos pelo método (Tabela 10).
Determinamos assim a carga microbiana do Staphylococcus aureus ATCC 6538 que
deverd ser usada nos experimentos subsequentes com o alcool etilico na forma gel.
Apoés os resultados satisfatorios deste método, iniciamos a adaptacdo desta

metodologia para avaliar a eficacia do alcool etilico sob a forma de gel.

Tabela 8. Resultados obtidos na Avaliagdo da Atividade Bactericida de Desinfetantes nas Formas de

“Spray” e Aerossol, utilizando-se alcool etilico a 70% manipulado no laboratério (produto F).

Total de Carreadores

Positivos Controles
Microrganismo Ensaio Esterilidade Viabilidade Resultado
I Il [l
S. aureus 2 4 2 C C I
S. choleraesius 0 NR C C S
P. aeruginosa 0 NR C C S

(C) Conforme; (NR) Nao realizado; (S) Satisfatorio; (1) Insatisfatério.

Fonte: elaborada pelo proprio autor.



Tabela 9. Resultados obtidos do controle de resisténcia das culturas teste frente as solugfes de fenol.

ENSAIO I ENSAIO IT ENSAIO III

Microrganismo Produto Fenol Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.)
5' 10' 15' 5' 10' 15' 5' 10 15'

s F 1:60 P P N P P N P N N

- aureus 1:70 p p p p p P p p P

S. choleraesuis F 1:90 P P N P P N NR NR NR
' u! 1:100 P P P P P P NR NR NR
P . E 1:80 P P N P P N NR NR NR
- aerugmosa 1:90 P P P P P P NR NR NR

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano; (NR) N&o realizado.
Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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Tabela 10. Resultados obtidos na Avaliacdo da Atividade Bactericida de Desinfetantes nas Formas de

“Spray” e Aerossol apds diluigdo da cultura de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Total de Carreadores
Positivos Controles

Microrganismo Resultado

Ensaio
Esterilidade Viabilidade

S. aureus 0 0 C C S

(C) Conforme; (S) Satisfatério.
Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Tabela 11. Resultados obtidos do controle de resisténcia da cultura de Staphylococcus aureus ATCC

6538 frente ao fenol.

ENSAIO I ENSAIO II
Microrganismo  Produto  Fenol  Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.)
5' 10 15' 5 10 15
1.60 P P N P P N
S. aureus F
1:70 P p P P P P

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

43 METODO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DE
DESINFETANTES NA FORMA DE GEL

Apdés os resultados satisfatorios do método para avaliagdo da atividade
bactericida de desinfetantes nas formas de “Spray” e Aerossol usando-se o produto F,
adaptamos esta metodologia para avaliar a eficacia do alcool etilico sob a forma de gel.
Inicialmente, os experimentos foram realizados com o auxilio de uma micropipeta,
utilizando os volumes de 500, 250 e 150 uL para o alcool etilico sob a forma de gel.

Obtivemos resultado satisfatorio, frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, com o
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produto B na concentracdo de 63° GL (Tabela 13). Porém, com a necessidade da
determinacdo do volume minimo a ser aplicado do produto que ainda mantivesse a
atividade bactericida e a dificuldade na pipetagem com a micropipeta, devido a
viscosidade do produto na forma de gel, substituimos a micropipeta pela pipeta
graduada de 1 mL. Assim, conseguimos realizar os ensaios com volumes menores (100

e 50 uL). O produto B (63° GL), utilizando o volume de 100 uL, foi eficaz contra todos os

microrganismos, enquanto que com o volume de 50 uL foi eficaz apenas contra
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, néo
sendo capaz de eliminar Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Tabela 12). A partir desse
resultado foi estabelecido o volume minimo de 100 yL para ser usado em qualquer
aplicacdo do método adaptado. Esse volume parece garantir a seguranca domiciliar e
hospitalar da aplicacdo do produto. Todos os controles como perfis de resisténcia dos
microrganismos frente as solu¢des de fenol (Tabela 13), esterilidade dos lotes de
pipetas, esterilidade das laminulas, esterilidade do meio de cultura e viabilidade do lote
de meio de cultura foram considerados dentro dos padrbes estabelecidos pelo método
(Tabela 12).
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Tabela 12. Resultados obtidos dos experimentos iniciais utilizando diferentes instrumentos para aplicagdo de diferentes volumes do produto B
(63° GL).

Total de Carreadores Positivos Controles
Microrganismo Instrumento Volume aplicado Resultado
Ensaio Esterilidade  Viabilidade
I ] i
S. aureus Micropipeta 500 pL 0 0 NR C C S
S. aureus Micropipeta 250 L 2 8 NR C C I
S. aureus Pipeta 1 mL 250 pL 1 0 1 C C S
S. aureus Pipeta 1 mL 150 pL 1 1 NR C C S
S. aureus Pipeta 1 mL 100 pL 0 1 1 C C S
S. aureus Pipeta 1 mL 50 puL 3 3 4 C C I
S. choleraesuis Pipeta 1 mL 100 pL 0 0 NR C C S
S. choleraesuis Pipeta 1 mL 50 pL 0 0 NR C C S
P. aeruginosa Pipeta 1 mL 100 pL 0 0 NR C C S
P. aeruginosa Pipeta 1 mL 50 pL 0 0 NR C C S

(NR) N&o realizado; (C) Conforme; (S) Satisfatdrio; (1) Insatisfatério.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.



Tabela 13. Resultados obtidos do controle de resisténcia das culturas teste frente ao fenol.
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ENSAIO | ENSAIO I ENSAIO llI
Microrganismo Produto Volume Instrumento Fenol Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.)
5 10' 15' 5 10' 15' 5 10' 15'
S. aureus B 500 uL  Micropipeta 1:60 N N N P P N NR NR NR
1:70 P P P P P P NR NR NR
S. aureus B 250 uL  Micropipeta 1:60 P P N P N N NR NR NR
1:70 P P P P P P NR NR NR
S. aureus B 250 uL  Pipeta 1 mL 1:60 N N N P N N NR NR NR
1:70 P P P P P P NR NR NR
S. aureus B 150 uL  Pipeta 1 mL 1:60 P N N N N N NR NR NR
1:70 P P P P P P NR NR NR
S. aureus B 100 uL  Pipeta 1 mL 1:60 P N N P N N NR NR NR
1:70 P P P P P P NR NR NR
S. aureus B 50 uL  Pipeta 1 mL 1:60 N N N = N N N N \
1:70 P P P P P P P P P
S. choleraesuis B 50 L  Pipeta 1 mL 1:90 P P N P P N NR NR NR
1:100 P P P P P P NR NR NR
. . 1:80 N N N P N N NR NR NR
P. aeruginosa B 50 puL  Pipeta 1 mL
1:90 P P P P P P NR NR NR

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano; (NR) N&o realizado.

Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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4.4 APLICACAO DOS PARAMETROS DE VALIDACAO PARA ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS QUALITATIVOS

Nesse trabalho somente foram avaliados os parametros especificidade, robustez
e repetitividade.

4.4.1 Especificidade

A confirmacdo da presenca dos diferentes microrganismos teste utilizados em
todos os ensaios foi realizada pela observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais
através da coloracdo de Gram, pelo crescimento em meios de cultura seletivos, pela
observacdo das caracteristicas das col6nias sobre meios de cultura na forma solida e
de provas bioquimicas especificas desses microrganismos. Todos o0s resultados

estavam de acordo com as caracteristicas dos microrganismos pesquisados.

4.4.2 Robustez

A robustez do método foi avaliada pela variacdo de parametros como a
preparacao do inoculo, a aplicacdo do produto e os analistas.

Através da técnica de “pour-plate” determinou-se o nimero de microrganismos
viaveis utilizando-se a cultura de Staphylococcus aureus ATCC 6538 repicado com
cada um dos instrumentos laboratoriais descritos anteriormente com o objetivo de
avaliar a possibilidade de haver alguma interferéncia durante a aplicacdo do método na
etapa referente ao repique do microrganismo. Foi considerada para contagem das
col6nias em placa e para a aplicacdo do método estatistico a diluicdo 10™ (Quadro 1).
Com este resultado, foi possivel calcular as médias e assim submeté-los a analise de

variancia (ANOVA) com nivel de significAncia de 5%, para verificar se existiam
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diferengas entre os grupos formados de acordo com o instrumento utilizado. Apds a
aplicacdo da analise de variancia (ANOVA) foi observado que o valor do F calculado é
menor que o F critico mostrando ndo existir diferencas significativas entre o0s
instrumentos laboratoriais utilizados (Tabela 14).

Outro parametro estudado foi a comparacéo das contagens de UFC obtidas em
diferentes dias de incubagao, atraves da técnica de “pour-plate”. Foi considerada para
contagem das coldnias em placa e para a aplicacdo do método estatistico a diluicdo 10°
" (Quadro 2). Com este resultado, foi possivel calcular as médias e assim submeté-los
a analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%, para verificar se
existiam diferencas entre os grupos formados variando-se o tempo de incubacdo do
in6culo. Apds a aplicacdo da analise de variancia (ANOVA) foi observado que o valor
do F calculado é menor que o F critico mostrando nao existir diferencas significativas
entre o tempo de incubagéao utilizado (Tabela 15).

Os ensaios foram realizados por trés analistas diferentes em dias diferentes.
Através dos resultados foi possivel observar que dias diferentes bem como analistas
diferentes ndo promoveram diferencas nos resultados das analises. O método foi
considerado robusto, pois manteve sua resposta em meio as variacbes deliberadas e
aos parametros analiticos dentro do laboratério.
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Quadro 1. Resultados obtidos da contagem Staphylococcus aureus ATCC 6538 utilizando-se diferentes

instrumentos laboratoriais. A — Alca Descartavel; B — Micropipeta e C — Alca Calibrada.

— S Nimero de Placas (PCA)
W [ DiluicBes
\<>( 1 2 3 4 5 6 7 8
<
A Q_I)" E 103 >300 >300 | >300 >300 >300 >300 >300 >300
< 8 10™ 234 257 259 259 270 271 280 285
Ll
@) 10° 22 22 24 25 26 26 38 46
|<£ Diluicdes Numero de Placas (PCA)
w 1 2 3 4 5 6 7 8
o
B g 103 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
E‘, 10™ 153 176 176 183 186 190 196 201
= 10° 10 13 18 18 18 19 22 23
o Numero de Placas (PCA)
< | Diluicdes
C 9( 1 2 3 4 5 6 7 8
<
EI)" % 10 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
< :,:' 10* 149 159 174 178 182 183 212 213
O
10° 9 11 13 16 18 19 19 20

Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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Tabela 14. A avaliacdo estatistica dos resultados obtidos através do Software MS Excel® variando-se os
instrumentos laboratoriais.

ANOVA

Fonte da variagao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 6393,833 7 913,4048 0,397759 0,889925 2,657195
Dentro dos grupos 36742 16 2296,375
Total 43135,83 23

SQ: Soma dos Quadrados; gl: grau de liberdade; MQ: Média dos Quadrados.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Tabela 15. A avaliacéo estatistica dos resultados obtidos através do Software MS Excel® variando-se o
tempo de incubacgéo do inéculo.

ANOVA

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 4603,467 9 511,4963 0,774095 0,64165 2,392817
Dentro dos grupos 13215,33 20 660,7667
Total 17818,8 29

SQ: Soma dos Quadrados; gl: grau de liberdade; MQ: Média dos Quadrados.
Fonte: elaborada pelo préprio autor.



68

Quadro 2. Resultados obtidos da contagem Staphylococcus aureus ATCC 6538 variando-se o tempo de incubacdo do inéculo. A — Alca

Descartavel; B — Micropipeta e C — Al¢a Calibrada.

A
_ Diluicdes N° UFC Diluicbes N° UFC Diluicdes N° UFC
g %J Al Bl A2 B2 % Al Bl A2 B2 '-:'>J Al Bl A2 B2
5*,:( | 10° |INcC.|INC.|INC. | INC. = 10® | INC. | INC. | >300 | >300 = 10° | INC. | INC. | >300 | >300
o R K K
2 g u 107 75 | 85 | 41 | 67 || 107 73 | 86 | 56 | 48 | B | 107 87 | 76 | 116 | 95
2le| 10° 8 6 8 7 & 10° 9 6 | 12 | 14 |®| 10° | 10 [ 9 | 18 | 14
. 10° [ 1 [ o] o] o 10° [ o[ o] o 1 10° [ 1 [ o] o] 2
B
Diluigdes —r< N UFC Diluigdes N UFC Diluigdes N? UFC
|<£ ) Al Bl A2 B2 % Al B1 A2 B2 L:I)J Al B1 A2 B2
& 2| 10° [inc. |inc | ine. | ine, o 10° | INC. | INC. | >300 | >300 o 10° | INC. | INC. | >300 | >300
o |G| 207 | 53| 66|64 |58 f|8| 207 [135]149] 47 | 53 W[ 207 | 104 | 112 90 | 109
O lef 10° | 6 | 4] 2|3 fg) 10° | 14| 8 | 2 | 4 fi5| 20° | 10| 22 33| 10
10° [ o | 1] o] o 107 1 | 1| 1| 2 10° | 3 [10] o | o
C
<DE Diluicbes N> UFC n Diluicbes N®UFC " Diluicbes N®UFC
T |y AL B1] A2 [B2 |3 AL Bl ] A2[B2 |2 Al [ B1 | A2 T B2
iﬁ; 2L 10° [inc. | inc. | ine. | ine. o 10° | INC. | INC. | >300 | >300 o 10° | INC. | INC. | >300 | >300
o e| 107 | 56 [ 64 | 76 | 72 || 107 | o7 [ 80 | 71 | 70 J=| 107 |iNnc.|[INC.| 55 | 77
o | ¥| 10° 8 9 6 7 §= 10° 4 | 8 5 | 4 9] 120° [inc |[INc| 7 9
< 107 1| o] o] o 107 o | 1] 1] 2 10° [ 169 [ 159 o | o
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4.4.3. Repetitividade (“in-house”)

Nesse trabalho o procedimento de andlise foi repetido no minimo trés vezes
onde foram mantidas as mesmas condicdes de medi¢cdo: mesmo produto, analista,
condicbes ambientais, instrumentos e microrganismos. Todos o0s resultados foram
concordantes quanto ao numero de carreadores que apresentaram crescimento

microbiano para os trés microrganismos empregados (Tabela 12).

4.1 PERFIL DOS PRODUTOS DISPOSTOS A VENDA QUANTO A EFICACIA

Apos os ensaios envolvendo parametros de validagcdo, o método desenvolvido foi
utilizado para avaliacdo da atividade bactericida de produtos a base de alcool etilico na
forma de gel nas diferentes concentracdes dispostos a venda.

Os produtos C e E, nas concentracdes de 77° GL e 82° GL, utilizando o volume
de 50 pL foram eficazes contra todos os microrganismos. Foi testado também o produto
D na concentracao de 77° GL, Unico que apresentava registro no Ministério da Saude,
utilizando o volume de 50 uL, que foi eficaz apenas contra Salmonella choleraesuis
ATCC 10708 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, ndo sendo capaz de eliminar
Staphylococcus aureus ATCC 6538, porém aumentando o volume para 100 uL, este foi
capaz de eliminar o Staphylococcus aureus ATCC 6538. Foram realizados
experimentos utilizando-se um produto na concentracdo de 54° GL (produto A) apenas
para verificar sua atividade sobre o0s microrganismos teste, nao possuindo a
necessidade de apresentar acdo antimicrobiana, uma vez que este ndo apresenta
concentracdo entre 68% e 72% p/p (BRASIL, 2002). Como resultado, utilizando o
volume de 50 puL o produto A apresentou crescimento para todos 0s microrganismos,
muito acima do critério determinado pelo método. Os resultados anteriormente citados

podem ser observados na Tabela 16. Todos os controles como perfil de resisténcia dos
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microrganismos frente ao fenol (Tabela 17), esterilidade dos lotes de pipetas,
esterilidade das laminulas, esterilidade do meio de cultura e viabilidade do lote de meio

de cultura foram considerados dentro dos padrdes desejados.



Tabela 16. Resultados obtidos utilizando o éalcool etilico na forma de gel através do Método para Avaliacdo da Atividade Bactericida
Adaptado.

Total de Carreadores positivos Controles
. . Volume ;
Microrganismo Produto aplicado | Erl1|sa|o ) Esterilidade  Viabilidade Resultado
S. aureus A 50 pL 20 NR NR C C I
S. choleraesuis A 50 pL 9 NR NR C C I
P. aeruginosa A 50 pL 7 NR NR C C I
S. aureus C 50 pL 2 1 NR C C I
S. aureus C 100 pL 0 0 NR C C S
S. choleraesuis C 50 pL 0 0 NR C C S
P. aeruginosa C 50 pL 0 0 NR C C S
S. aureus D 50 pL 2 1 2 C C I
S. aureus D 100 pL 0 0 NR C C S
S. choleraesuis D 50 pL 0 0 NR C C S
P. aeruginosa D 50 pL 0 0 NR C C S
S. aureus E 50 pL 0 1 NR C C S
S. choleraesuis E 50 pL 0 0 NR C C S
P. aeruginosa E 50 uL 0 0 NR C C S

(NR) Nao realizado; (C) Conforme; (S) Satisfatorio; (1) Insatisfatério.

Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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Tabela 17. Resultados obtidos do controle de resisténcia das culturas teste frente ao fenol.

ENSAIO I ENSAIO IT ENSAIO III
Microrganismo Produto Volume  Fenol Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.) Tempo de Contato (min.)
5' 10' 15 5 10 15 5 10' 15'
S. aureus A 50 UL 1:60 P N N NR NR NR NR NR NR
1:70 P P P NR NR NR NR NR NR
. 1:90 P P N NR NR NR NR NR NR
S. choleraesuis A L
ul S0 1:100 P P N NR NR NR NR NR NR
. 1:80 N N N NR NR NR NR NR NR
P. aeruginosa A 50 pL
1:90 P P P NR NR NR NR NR NR
1:60 P N N N N N NR NR NR
S- aureus ¢ U 0 b P P P P P NR NR NR
S. choleraesuis C 50 pL 1:90 P P N P P N NR NR NR
1:100 P P P P P P NR NR NR
. 1:80 N N N N N N NR NR NR
P. aeruginosa L
ue! C S0 1:90 P P P P P P NR NR NR
S. aureus E 50 L 1:60 P N N P P N NR NR NR
1:70 P P P P P P NR NR NR
. 1:90 P P N P P N NR NR NR
. chol
S. choleraesuis E SOHL 1900 P p p p p p NR NR NR
P. aeruginosa E 50 UL 1:80 N N N N N N NR NR NR
1:90 P P P P P P NR NR NR
1:60 P N N P P N P N N
S. D L
aureus S0 1:70 P P P P P P P P P
S. choleraesuis D 50 pL 1:90 P P N P N N NR NR NR
1:100 P P P P P P NR NR NR
. 1:80 P N N N N N NR NR NR
P. aeruginosa D 50 pL
g H 1:90 P P P P P P NR NR NR
1
S, aureus D 100 L 60 P P N N N N NR NR NR
1:70 P P P P P P NR NR NR

(P) Presenca de crescimento bacteriano; (N) Auséncia de crescimento bacteriano; (NR) N&o realizado.

Fonte: elaborada pelo préprio autor
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5 DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo foi desenvolver uma metodologia analitica que
pudesse ser utilizada para verificagcdo da eficacia antimicrobiana do alcool etilico na
forma de gel. Este desenvolvimento se constituiu numa demanda da Anvisa desde a
publicacdo da RDC n° 46/2002 (BRASIL, 2002).

Em 1988, no Brasil, foram adotados os métodos preconizados pela AOAC, como
meétodos oficiais na avaliacdo microbiolégica de desinfetantes, visando qualificar esses
produtos para efeito de registro e comercializacdo (BRASIL, 1988). Muitos
desinfetantes de uso hospitalar, na ocasido, foram desqualificados por ndo atingirem os
padrdes microbioldgicos necessérios. Desde entdo, os fabricantes comecaram a alterar
a formulacédo e a embalagem de seus produtos desinfetantes, bem como a melhorar o
esclarecimento para seu uso, atendendo as novas exigéncias. Numa etapa
intermediaria deste programa, alguns produtos, com a formulacdo ja alterada, apesar
de qualificados microbiologicamente, foram considerados téxicos. Assim, flexibilizaram-
se alguns padrdes microbiolégicos sem o comprometimento da qualidade do produto.
Essa avaliacdo nédo foi divulgada e discutida, por razdes diversas para os produtos
desinfetantes de uso doméstico em sua grande variedade, como ocorreu com 0S
desinfetantes hospitalares, acarretando 0 surgimento de novos desinfetantes
domeésticos coexistindo com outros mais antigos ou tradicionais (TIMENETSKY, 1990).

E sabido que os desinfetantes classificados como de uso geral, conforme a RDC
14/07 (BRASIL, 2007) tanto para uso domiciliar e para ambientes publicos,
denominados também como desinfetantes domésticos por Timenetsky (1990), por
questdes inerentes a sua comercializacao, sdo escolhidos pelo consumidor com base
em critérios arbitrarios e/ou subjetivos e, consequentemente, empregados
erroneamente. Embora esses produtos ndo possuam 0S mesmos objetivos que os de
uso hospitalar, devem, do mesmo modo, possuir atividade antimicrobiana e atender aos
respectivos padrdes microbiologicos, que por sua vez sao mais flexiveis do que os de

uso hospitalar (domésticos — avaliados com 2 espécies
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bacterianas; hospitalares — avaliados com 5 espécies bacterianas e uma flngica,
conforme o ambiente hospitalar).

A determinacdo da venda do alcool na forma de gel deve-se a grave
necessidade de uma acdo sanitaria frente ao volume de acidentes envolvendo o
alcool etilico. Dados da Anvisa (2002) estimam que ocorram aproximadamente 150
mil queimaduras por ano e deste total, 45 mil em criangas entre zero e 12 anos.

Como nao existem métodos especificos para avaliar a eficacia de produtos
sob a forma de gel, foram realizadas neste estudo adaptacdes a partir de métodos
utilizados para avaliar a eficacia de produtos na forma liquida. Para isso,
primeiramente, comprovamos a eficacia do produto F (alcool etilico a 70% (v/v)
manipulado no laboratério). Esta comprovacéao foi realizada através da aplicacao do
método da Diluicdo de Uso segundo o POP INCQS n° 65.3210.007 (BELOIAN,
1990; MANUAL DA QUALIDADE, 2006b).

A partir dos resultados satisfatorios com este produto foi realizado um ensaio
utilizando a metodologia para produtos em “Spray” e Aerossol segundo o POP
INCQS n° 65.3210.019 (SINGLETON, 2000, MANUAL DA QUALIDADE, 2006a),
uma vez que esta seria adaptada para avaliar a eficacia de produtos a base de
alcool sob a forma de gel. Esta metodologia foi escolhida para ser adaptada, por ser
a Unica preconizada pela AOAC que demonstrava a possibilidade de ser aplicada a
produtos sob a forma de gel, principalmente devido a reproducdo das condicdes
mais freqlentes de uso e pela utilizacdo de laminulas como carreadores que
permitiiam o contato do produto teste com toda a sua superficie, o que ndo poderia
ser observado caso fossem utilizados os cilindros de aco inoxidavel, levando
consequentemente a ineficiéncia do método quando fossem utilizados produtos
ViSCOSOS.

Apés os resultados satisfatorios do método para avaliagdo da atividade
bactericida de desinfetantes nas formas de “Spray” e Aerossol usando-se o produto
F, adaptamos esta metodologia para avaliar a eficacia do alcool etilico sob a forma
de gel. Inicialmente, os experimentos foram realizados com o auxilio de uma
micropipeta, que posteriormente foi substituida por pipeta graduada de 1 mL,
utilizando os volumes de 500, 250 e 150 uL para o élcool etilico sob a forma de gel.
Obtivemos resultado satisfatério, frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, com o

produto B na concentragédo de 63° GL. O produto B (63° GL), utilizando o volume de
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100 pL, foi eficaz contra todos os microrganismos, enquanto que com o volume de
50 uL foi eficaz apenas contra Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, nao sendo capaz de eliminar
Staphylococcus aureus ATCC 6538. A partir desse resultado foi estabelecido o
volume minimo de 100 uyL para ser usado em qualquer aplicagdo do método
adaptado. Esse volume parece garantir a seguranca domiciliar e hospitalar da
aplicacao do produto.

Foi verificada na literatura, a existéncia de apenas um teste de superficie
Europeu que utiliza como carreadores fragmentos quadrados de aco inox polidos,
mas que apresenta algumas alteracdes metodolégicas em relacdo ao método
proposto, principalmente em relacdo a definicdo da eficacia, que se baseia na
reducao de > 4log do microrganismo teste (MORETRO et al, 2009).

Um agente quimico antimicrobiano ideal é aquele que possui sua acao
mantida sob diversas condicfes, tais como a solubilidade, a estabilidade e o tempo
de contato com o microrganismo. Entre os principais grupos de desinfetantes e anti-
sépticos destacam-se 0s alcoois e 0s compostos quaternarios de amonio, cuja acao
deve-se a desnaturacdo de proteinas presentes nas células, e os halogénios, cuja
acdo se baseia na oxidacdo de substancias celulares vitais. Diversas técnicas
laboratoriais sdo utilizadas para avaliar o poder antimicrobiano de agentes quimicos,
possibilitando a escolha apropriada desses produtos (PEREIRA et al, 2008).

No Brasil, produtos a base de alcool gel tém sido amplamente utilizados como
anti-sépticos de maos em servicos de saude. E os profissionais dos Estados Unidos,
apesar de nao possuirem tradicdo na utilizacdo do alcool nos servicos de
assisténcia a saude, vém, paulatinamente, se rendendo aos estudos que
comprovam sua eficiéncia. Os alcoois tendem a ressecar a superficie da pele devido
a remocao dos lipidios e tém uma excelente atividade contra todos os grupos de
microrganismos, exceto contra 0s esporos. O alcool, nas concentracfes
apropriadas, representa um anti-séptico de baixo custo, extremamente rapido e
eficaz para reduzir o nimero de microrganismos encontrados na pele. Nos ultimos
anos, algumas preparac¢des comerciais foram efetuadas, associando o alcool etilico
ou isopropilico com emolientes para minimizar o efeito do ressecamento da pele que
€ o0 alcool gel. Esta associagdo, segundo alguns autores, prolonga sua atividade

bactericida, por retardamento de sua evaporacdo. Os primeiros alcoois geéis que
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surgiram no mercado tiveram seu uso limitado devido ao alto custo, o que nao
ocorre mais, uma vez que o preco do alcool a 70% e o alcool gel se equivalem
(BURG et al, 2007).

Recentemente Kaier et al (2009) relataram o0 impacto negativo no
aparecimento e disseminacdo de cepas produtoras de beta-lactamase de espectro
estendido pela aplicagdo de medidas preventivas como a anti-sepsia das maos com
utilizacdo de um produto a base de alcool. Estas formulacdes para uso em locais de
atencdo a saude devem conter no minimo 80% de etanol ou 75% de &lcool
isopropilico como ingredientes ativos de acordo com recentes recomendacdes
baseadas em evidéncias da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2006).

Apesar do uso de produtos a base de alcool gel ser incentivado em escolas,
servicos de saude, domicilios e outros locais onde possa acontecer a infeccdo
cruzada entre criancas. Esta recomendacao deve ser associada a alguns cuidados,
de modo a impedir a ingestdo destes produtos por adultos e mesmo criancas (MAY,
2009). Na RDC n° 46, publicada em 2002, os produtos comercializados sob a forma
de gel contendo altas concentracfes de alcool etilico devem obrigatoriamente conter
um desnaturante, visando impedir a utilizagdo destes produtos para outros fins.

Os produtos a base de alcool para anti-sepsia das maos, devido a forte
atividade antimicrobiana, acao rapida, facil aplicacdo e boa tolerancia para a pele
sdo mais recomendados para preparacdo pré-operatoria da equipe operatoéria
segundo Suchomel et al (2009) do que preparacdes a base de agua como povidine,
clorhexidina, ou compostos quaternarios de amonio.

Segundo o Inmetro (2003), com o objetivo de confirmar que os métodos séo
apropriados para o uso pretendido, o laboratério deve validar: métodos néo
normalizados, métodos desenvolvidos pelo proprio laboratério, métodos
normalizados usados fora dos escopos para 0s quais foram concebidos, e
ampliacdes e modificagbes de métodos normalizados. De acordo com Inmetro
(2001), método normalizado € aquele desenvolvido por um organismo de
normalizagcdo ou outras organizagfes, cujos métodos sao aceitos pelo setor técnico
em questdo; e método ndo normalizado €& aquele desenvolvido pelo proprio
laboratorio ou outras partes, ou adaptado a partir de métodos normalizados e

validados.
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A validagéo é frequentemente usada para demonstrar confianca em um teste
ou processo. Contudo, o processo de validagdo nem sempre é bem definido ou
devidamente descrito em um contexto. Neste trabalho, que aborda o uso do alcool
na forma de gel como biocida, foram aplicados apenas alguns parametros de
validacdo como a especificidade, robustez e repetitividade, segundo as orientacdes
encontradas na USP 30 (2007).

O método adaptado foi considerado robusto, pois manteve sua resposta em
meio as variacdes deliberadas e aos parametros analiticos dentro do laboratorio,
especifico e todos os resultados foram concordantes o que o enquadra dentro dos
critérios de repetitividade. Porém, pode-se considerar esta etapa do estudo como
sendo preliminar a validacdo completa, que envolve todas as caracteristicas de
desempenho e um estudo interlaboratorial visando verificar como a metodologia se
comporta quando aplicada em diferentes laboratérios. Para que assim, a
metodologia possa ser aceita como uma metodologia oficial e utilizada nos
laboratorios analiticos.

Também ¢é sabido que os testes "in vitro" conferem apenas a atividade
antimicrobiana de um produto desinfetante, mas ndo a real capacidade de
desinfeccdo de um ambiente que, por sua vez, pode ter diversos fatores
interferentes, alguns até imprevisiveis, prejudicando a atividade antimicrobiana de
um composto ativo. Por esta razdo os testes padronizados ndo sdo discutiveis, e
ndo existe um unico método de avaliacdo microbiolégica que considere todas as
variaveis no contexto geral de desinfec¢do. O uso de cepas bacterianas padrdes e
representativas também é questionado pois, do mesmo modo, ndo representam as

condic@es reais num processo de desinfeccdo (TIMENETSKY, 1990).
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6 CONCLUSOES

1. O alcool etilico a 70%, manipulado em laboratério (Produto F) foi considerado
eficaz tanto nas avaliacfes realizadas pelo Método da Diluicdo de Uso como pelo
Método para Avaliacdo da Atividade Bactericida de Desinfetantes nas Formas de

“Spray” e Aerossol.

2. A utilizacdo da micropipeta inviabilizou a realizacdo do Método para Avaliacdo da

Atividade Bactericida de Produto na Forma de Gel, devido a viscosidade do mesmo.

3. Foi determinada a quantidade minima necessaria de 100 uL do produto/laminula
para que o mesmo ainda apresente atividade antimicrobiana. Esse volume parece

garantir a seguranca domiciliar da aplicacdo do produto.

4. As adaptacdes realizadas do Método para Avaliacdo da Atividade Bactericida de
Desinfetantes nas Formas de “Spray” e Aerossol se mostraram satisfatorias,
permitindo a avaliacdo da eficAcia da atividade antimicrobiana de diferentes

concentracdes do alcool etilico sob a forma de gel.

5. Os parametros de validacdo estudados asseguraram a qualidade do método

analitico e, consequentemente, a obtencéo de resultados laboratoriais confiaveis.

6. Os produtos C (77° GL), D (77° GL) e E (82° GL) a base de alcool etilico na forma

de gel, apresentaram eficacia contra todos os microrganismos testados.
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