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RESUMO

Justificativa e Objetivos: Os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) estdo envolvidos em infec¢des nosocomiais (HA-MRSA),
em infec¢des adquiridas na comunidade (CA-MRSA), nos animais de companhia e em animais para producao de alimentos (LA-MRSA).
Na conduta para o controle da sua transmissédo, a acdo sobre os agentes causais presentes nas superficies dos ambientes exige atencéo,
sendo decisiva a escolha de desinfetantes e anti-sépticos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade bactericida, sobre 21 isolados
MRSA e bactéria controle, dos compostos quimicos hipoclorito de sédio (HS), iodéforo (1) e quaternario de amonio (QAC - cloreto de cetil
trimetilamonio), usados rotineiramente em ambientes hospitalares e de produgao e satide animal, bem como testar hipdtese da possibili-
dade de resisténcia cruzada entre antibioticos e desinfetantes. Métodos: Pelo teste de suspensédo, usando densidade populacional inicial
dos indculos em 107 UFC/mL, avaliou-se a atividade bactericida de quatro dilui¢Ges sucessivas dos desinfetantes, nos tempos de contato
de 5, 15 e 30 minutos. Resultados: Observou-se que os desinfetantes nas concentra¢des HS 25 ppm, 12,5 ppm e QAC 125 ppm, aos cinco
minutos de contato, foram suficientes para inativar a bactéria de referéncia S. aureus ATCC 6538 e todos os MRSA. Concluséo: Controlados
os fatores que interferem na eficacia dos desinfetantes, o hipoclorito de sodio, o iod6foro e o quaternario de aménio sdo adequados para
controlar os MRSA nas fontes de infecgdo. Nos isolados resistentes ao antibiético meticilina ndo foi observada relagdo de resisténcia com
estes compostos quimicos.

Descritores: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina. Desinfetantes. Higiene.

ABSTRACT

Background and Objectives: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) can cause hospital-acquired infections (HA-MRSA),
community-acquired ones (CA-MRSA), and infections transmitted by pets and animals raised for food production (livestock-acquired or
LA-MRSA). The conduct to control the transmission of these diseases requires a careful action against the causative agents on surfaces
in the environment and the choice of disinfectants and antiseptics is crucial. The objective of the present study was to evaluate the effect of
the bactericidal activity of sodium hypochlorite (SH), iodophor (I) and a quaternary ammonium compound (QAC), cetyl-trimethyl-ammonium
chloride, commonly used in hospital and animal production settings, on 21 MRSA isolates and a control bacterium, and test the hypothesis
of cross resistance of antibiotics and disinfectants. Methods: The bactericidal activity of four successive dilutions of the disinfectants was
evaluated through the suspension test, using an initial inoculum population density of 107 CFU/mL, after contact times of 5, 15 and 30
minutes. Results: Five minutes of contact of SH 25 ppm, I 12.5 ppm and QAC 125 ppm sufficed to inactivate the reference bacterium S.
aureus ATCC 6538 and all MRSA. Conclusions: Once the factors that influence the efficiency of disinfectants are controlled, sodium hypo-
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chlorite, iodophor and the quaternary ammonium compound are suitable for controlling MRSA in the sources of infection. No resistance
relationship was observed in the methicillin-resistant isolates with these substances.
Descriptors: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Disinfectants. Hygiene.

RESUMEN

Antecedentes y objetivos: Los Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) estan involucrados en infecciones nosocomiales
(HA-MRSA), infecciones adquiridas en la comunidad (CA-MRSA), en mascotas y animales destinados a produccion de alimentos (LA-MR-
SA). En la conducta para el control de su transmision, la accién sobre los agentes causantes presentes en las superficies de los ambientes
exige atencion, resultando decisiva la eleccién de desinfectantes y antisépticos. Se objetivd en este estudio evaluar la actividad bactericida,
sobre 21 aislados MRSA y bacteria control, de los compuestos quimicos hipoclorito de sodio (HS), yodéforo (I) y amonio cuaternario
(QAC — cloruro de cetil trimetil amonio), usados rutinariamente en ambitos hospitalarios y en los de produccion y salud animal, asi como
comprobar la hipétesis de la posibilidad de resistencia cruzada entre antibiéticos y desinfectantes. Métodos: Por test de suspension, usan-
do densidad poblacional inicial de inoculaciones de 107 UFC/mL, se evalud la actividad de cuatro diluciones sucesivas de desinfectantes,
en tiempos de contacto de 5, 15 y 30 minutos. Resultados: Se observé que los desinfectantes en concentraciones HS 25 ppm, 112.5 ppm
y QAC 125 ppm, a los cinco minutos de contacto, fueron suficientes para inactivar la bacteria de referencia S. aureus ATCC 6538 y todos
los MRSA. Conclusion: Controlados los factores que interfieren en la eficacia de los desinfectantes, los tres compuestos quimicos son
adecuados para controlar los MRSA en las fuentes de infeccion, y que en los aislados resistentes al antibidtico meticilina no fue observada
relacion de resistencia con ellos.

Descriptores: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina; Desinfectantes; Higiene.

INTRODUCAO uma resposta de sobrevivéncia nos microrganismos.*

A resisténcia pode ocorrer devido a fatores in-
trinsecos do organismo, pelo aumento de tolerancia
ou mesmo resisténcia adquirida por alteracdo genética.
Algumas bactérias podem desenvolver a tolerancia, que
é a competéncia genético-bioquimica de apenas dimi-
nuir o efeito bactericida do antimicrobiano, sem alterar
seu efeito bacteriostatico, fendmeno ja descrito frente
desinfetantes. Também existem evidéncias de ocorrer
resisténcia cruzada (cross-resisténcia), que é quando di-
ferentes agentes antimicrobianos (grupos antibioticos e
compostos desinfetantes, por exemplo) atacam o mesmo
alvo, iniciando uma via comum de morte celular, ou com-
partilham uma rota comum de acesso a suas respectivas
metas. Ou a co-resisténcia, que ocorre quando os genes
que especificam os fenotipos resistentes estdo localiza-
dos em conjunto num elemento genético moével, tal co-
mo um plasmideo, transposon, ou integron. O resultado
final é o mesmo: o desenvolvimento de resisténcia a um
composto antibacteriano pode ser acompanhado pelo
aparecimento de resisténcia a outro composto.>”’

Se, por um lado, ja existe significativa quantidade
de estudos monitorando a acdo dos antibidticos sobre
0s microrganismos, por outro a investigacao verificando
a atividade dos desinfetantes sobre esses organismos,
ou a suscetibilidade destes organismos frente a esses
compostos, ndo tem acompanhado o mesmo ritmo, prin-
cipalmente no contexto de salde em nosso pais. Neste
sentido, buscando instrumentalizar/auxiliar a escolha
de desinfetante/antisséptico como recurso sanitario na
prevencdo ou controle de MRSA, o objetivo deste tra-
balho foi avaliar/monitorar a atividade bactericida dos
compostos quimicos hipoclorito de sddio, ioddforo e um
quaternario de amonio os quais sdo utilizados rotineira-
mente em ambientes nosocomiais.

O Staphylococcus é bactéria espécie nao especifica
de importancia no cenario das doencas transmissiveis
devido a frequéncia em que aparece envolvido como
agente causal de infec¢des, tanto no homem quanto em
animais. Cerca de 70% dos S. aureus isolados de infec-
¢6es nosocomiais em hospitais brasileiros sao resistentes
a meticilina (MRSA) e sua relevancia estd no fato de
apresentar resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos
e frequentemente a diversas outras classes de antimi-
crobianos.! A transmissdo de MRSA, antes observado
somente em hospitais (HA-MRSA), passou a ser detecta-
do também na comunidade (CA-MRSA) e recentemente
entre animais de companhia e animais para producgdo de
alimentos (LA-MRSA), além das evidéncias de transferén-
cia horizontal de MRSA entre o homem e os animais.3

Considerando-se a contaminacdo ambiental como
fonte para a infeccdo, a higiene (limpeza e desinfeccao)
é necessaria medida na prevencdo e controle de enfer-
midades. Desinfeccdo é definida como o processo que
elimina microrganismos patogénicos, com excecao de
esporos, em superficies inanimadas. A antissepsia tem
a mesma finalidade, porém é procedimento executado
sobre tecidos vivos. Fatores que afetam a eficacia da
desinfeccdo incluem limpeza prévia da superficie, carga
organica presente, tipo e nivel de contaminacdo micro-
biana, a concentragdo e o tempo de exposicdo, presenca
de biofilmes, temperatura e pH e, assim como acontece o
fendmeno de resisténcia dos microrganismos aos antibi-
o6ticos, ndo existe microrganismo que eventualmente ndo
possa apresentar resisténcia aos desinfetantes. Neste
sentido, tem sido alertado que o uso indiscriminado dos
antibidticos e a pressdo seletiva ambiental produzida por
antissépticos, desinfetantes e conservantes tem gerado
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METODOS

Isolados bacterianos

A bactéria controle foi o Staphylococcus aureus
ATCC 6538. Utilizou-se 21 cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA). Estavam mantidas congeladas (-20°C),
e a reativacdo foi realizada por esgotamento em placas
de Agar Baird-Parker (OXOID®).

Os isolados foram obtidos pelo programa de vigi-
lancia para detectar MRSA em fossas nasais de adultos
internados, no periodo entre 2009 e 2011, na unidade
de tratamento intensivo em hospital geral da cidade de
Porto Alegre/RS. Para definir a resisténcia a meticilina,
foi usado o teste de disco-difusdo segundo técnica do
National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Para confirmar a resisténcia a meticilina foi
realizado PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para
detectar a presenca do gene mecA.®

Desinfetantes

Foram testados trés compostos quimicos desinfe-
tantes, cada um em quatro dilui¢des sucessivas com fator
de diluicdo constante de 0,5. O hipoclorito de sédio (HS)
nas concentragdes de 200 ppm (= 0,02%), 100 ppm, 50
ppm e 25 ppm, o ioddforo (I) a 100 ppm (= 0,01%), 50
ppm, 25 ppm e 12,5 ppm e o cloreto de cetil trimetilamé-
nio (QAC - quaternario de aménio) 1000 ppm (= 0,1%),
500 ppm, 250 ppm e 125 ppm. Os produtos quimicos fo-
ram adquiridos em forma pura (Delaware® -Importadora
Quimica Delaware Ltda) e possuiam laudos técnicos. Para
o hipoclorito de sodio foi também verificada a concen-
tragdo do cloro livre.

A utilizagdo de quatro concentragdes deveu-se a
observagdes empiricas de erros de manipulacdo na di-
luicdo, resultando em subconcentragdes, bem como ao
fato da desinfeccdo ser procedimento executado apos
a limpeza, o que frequentemente implica em rediluicédo
devido a presenca de dgua na superficie.

Teste da avaliacdo da atividade desinfetante

Foi utilizado o teste de suspensdo quantitativo
para avaliar atividade bactericida de desinfetantes e
anti-sépticos quimicos, conforme o protocolo do comité
europeu de padronizagao - BS EN 1040:2006.°

Os microrganismos foram submetidos aos desinfe-
tantes nos tempos de contato cinco, 15 e 30 minutos em
uma densidade populacional das suspensdes bacterianas
de aproximadamente 10’ UFC/mL (padronizado por esca-
la Mc Farland de 0,5).

RESULTADOS

O S. aureus ATCC 6538, assim como todos os 21
isolados MRSA (Tabela 1), foram inativados pelos desin-
fetantes nas menores concentragdes e tempo de contato.

DISCUSSAO

Para interpretacao dos resultados, o protocolo que
descreve a técnica determina que para ser demonstrada
a eficacia do composto com agdo desinfetante é neces-
saria a reducdo da densidade populacional do inéculo
em, no minimo, cinco unidades logaritmicas apds tempo
de contato com o desinfetante. Diante da constatacao
de que os trés compostos quimicos cumpriram esse re-
quisito, tendo inativado todos os inéculos nas menores
concentracdes e tempo de contato confrontados pode-se,
entdo, considera-los como desinfetantes adequados
para controle dos MRSA.

Comparando os resultados deste experimento com
os de outros, no confronto com o hipoclorito de sddio
resultados semelhantes foram relatados como quando
uma amostra MRSA isolada de caso de infeccdo hospita-
lar foi inativada com 9 ppm, portanto em concentragdo
até menor que a aplicada neste trabalho.**2 Qutros rela-
tam que cinco amostras de MRSA, cepa padréo S. aureus

Tabela 1. Distribuicdo por género para infeccdo e colonizacao por EPC subtipos NDM e OXA48 em hospital publico

de Porto Alegre/RS em 2013.

Concentragao Tempo de HS 1 QAC
do desinfetante contato ci 200 ppm ci 100ppm ¢i 1000 ppm
100% 5min 21 21 21
15min 21 21 21
30min 21 21 21
50% 5min 21 21 21
15min 21 21 21
30min 21 21 21
25% 5min 21 21 21
15min 21 21 21
30min 21 21 21
12,5% 5min 21 21 21
15min 21 21 21
30min 21 21 21

ci= concentragdo inicial
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ATCC 6538 bem como MRSA de referéncia (ATCC 33591)
também foram inativadas por esse composto desinfetan-
te**2 Em relacdo ao confronto com o iodéforo, autores
descreveram a inativacdo de S. aureus metilicilina resistente
e meticilina sensivel (MSSA), bem como da cepa ATCC 6538,
o que igualmente observou-se neste trabalho.:?

Também semelhantes foram os resultados do con-
fronto de um composto quaternario de amonio (cloreto
de benzalconio) sobre 74 isolados MRSA (79,73% deles
com gene gacA/B), sendo todos inativados.!* Assim co-
mo 94 isolados clinicos (38 HA-MRSA, 25 CA-MRSA, 25
MSSA, 6 VISA) submetidos a desinfetante contendo uma
mistura de quaternario de aménio (cloreto de alquil di-
metil benzil amonio e cloreto de dodecil dimetil amdnio)
foram inativados na concentragdo de uso indicada.’®

Ha relato sobre terem sido necessarias concentra-
¢bes de hipoclorito de sodio, de quaterario de amonio e
de ioddforo maiores para inativar isolados MRSA do que
S. aureus ATCC 6538, o que ndo verificamos nos nossos
resultados.!* Também existem relatos sobre diferentes sus-
cetibilidades entre isolados de MRSA frente a compostos
de quaternério de amonia. No entanto, as concentragdes
de confronto com os isolados foram muito menores que as
concentracGes de uso indicadas para a rotina pratica, e
bem abaixo de todas as usadas neste trabalho.1

Posto que todos os isolados possuem como ca-
racteristica comum serem resistentes a meticilina, e que
os grupos quimicos desinfetantes testados sdo de uso
rotineiro em ambiente hospitalar, outra questdo que
o trabalho permite especular diz respeito a busca de
evidéncias sobre a possibilidade da ocorréncia de resis-
téncia concomitante (resisténcia cruzada, co-resisténcia
ou aumento de tolerancia) entre os compostos com
acao antimicrobiana desinfetante e os antimicrobianos
antibiéticos.'*?° Afirmando a relacdo de resisténcia
concomitante, pesquisadores compararam a atividade
de diversos compostos antissépticos - derivado do
quaternario de amonio (cetrimida), propamidina, clorexi-
dina, aminoacridina e hexaclorofeno frente 30 cepas de
MGRSA [S. aureus resistente a gentamicina e a meticilina
(25 isolados no St Vincent's Hospital, Melbourne e 5 no
Royal Free Hospital, London)] e 21 cepas de S. aureus
sensiveis a meticilina e a gentamicina (isoladas no Royal
Free Hospital). A conclusdo foi a de que a concentracao
inibitoria minima para as cepas MGRSA foi significativa-
mente maior do que para as cepas sensiveis, excegao feita
com o hexaclorofeno.? O que pode-se discutir com os re-
sultados desses autores, no que se refere ao grupo quimico
quaternario de amonio, é que por ser ter sido usado como
antisséptico a concentracdo (MIC 14,3 ug/ml) foi pratica-
mente 10 vezes menor que a testada neste experimento.

Alguns relatos apresentam-se como antagdnicos,
como quando da avaliacdo sobre a sensibilidade de 10
cepas MRSA isoladas de pacientes em surto de infec¢do
ocorrido em hospital. Confrontadas com iodo-povidona,
hipoclorito de sédio, acetato de clorexidina e gluconato
de clorexidina, a concentracdo inibitéria minima foi com-
parada com ade S. aureus Oxford NCTC 6571. O resultado
encontrado foi descrito como a de uma inesperada baixa

sensibilidade ao iodo-povidona e ao hipoclorito de sédio
da cepa padrao e de uma resisténcia ainda maior, porém
tendo variado de intensidade, entre as cepas isoladas.
Foi informado também uma menor sensibilidade dos
isolados frente a clorexidina, porém com pouca variagao
entre eles.?? Esse resultado foi contestado por outros au-
tores, pois em ensaio realizado com igualmente 10 MRSA
e com a mesma cepa de referéncia concluiram que MRSA é
tdo sensivel ao iodo-povidona quanto outras culturas de S.
aureus, e atribuiram o equivoco ao fato de que o composto
antisséptico foi inativado pelo caldo nutriente usado, o que
teria confundido o ponto (end-point) de inibicdo.?

Evidéncias concordando parcialmente com a pos-
sibilidade de concomitancia de resisténcia foram obtidas
com 21 cepas de bactérias resistentes e 6 sensiveis a an-
tibidticos. Mesmo néo tendo sido observada relacado de
resisténcia entre bactérias sensiveis a antibidticos quan-
do testadas frente os desinfetantes hipoclorito de sddio,
gluraraldeido, formaldeido associado com quaternario
de amoénio, quaterndrio de amonio (cloreto de alquil
dimetil aménio e uma associacdo de fendis sintéticos), foi
verificado que na andlise dos Staphylococcus, como um
grupo, representadas por quatro meticilia-resistentes (trés
S. aureus e um S. haemolyticus) apresentaram resisténcia
principalmente ao quaternario de amdnia em baixa con-
centracdo, enquanto que todos os antibidtico-sensiveis ndo
apresentaram. Os autores do trabalho concluiram que os
desinfetantes mais adequados para uso nas superficies
hospitalares foram o grupo quimico dos aldeidos e o
hipoclorito de sodio, e que os do grupo quaternario de
amonio devem ser usados em concentracdes elevadas.'!

Evidéncias afirmado que o desenvolvimento da
resisténcia aos antibidticos ndo parece estar correlacio-
nada com o aumento da resisténcia a desinfetantes foram
encontradas em investigacdes que avaliaram a resisténcia
cruzada tanto em bactérias isoladas em ambientes hospi-
talares, quanto em ambientes de manipulacdo de alimentos
de origem animal. Este Ultimo, inclusive, tendo induzindo a
tolerancia de bactéria a desinfetantes. Mas informam que
ndo foi possivel observar co-selecdo de resisténcia a
antibioticos de importancia em uso clinico.?%

Como conclusdes deste trabalho, baseado nas
evidéncias obtidas, nas concentracées testadas e contro-
lados os fatores que podem afetar a eficacia de desin-
fetantes, é possivel indicar os compostos quimicos hipo-
clorito de sddio, ioddforo e cloreto de cetil trimetilaménio
(quaternario de amonio) para serem usados quando frente
a situagbes-problema sanitarios envolvendo MRSA. Tam-
bém, que os resultados obtidos nesta investigacdo, assim como
nos de outras acima citadas, mostraram ndo existir evidéncia
da concomitancia de resisténcia dos S. aureus resistentes a
meticilina e resisténcia com os desinfetantes avaliados.
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