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RESUMO: “Desinfeccao” é a eliminagéo
de microrganismos na forma vegetativa
durante a higienizacdo de superficies
inanimadas; ja “desinfetante” sdo agentes
quimicos classificados pela eficiéncia da
quantidade de microrganismos erradicados.
Este estudo avaliou a eficacia antibacteriana
de Lysoform® na desinfeccdo do piso
de um Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal do Para. A éarea
analisada foi demarcada e a primeira
coleta foi realizada com swab embebido
em solugéo salina 0,9%, que foi friccionado
no piso e semeado em Agar Nutriente (AN;
placa suja). A superficie foi desinfetada
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com Lysoform® por 5 minutos (recomendacao do fabricante). Realizou-se a segunda coleta,
que foi inoculada em AN (placa limpa). As placas foram incubadas (37°C) e, ap6s 24 horas,
fez—se a analise macroscopica das unidades formadoras de coldnias (UFC). Realizou-se
coloragdo de Gram de 6 colénias que eram diferentes macroscopicamente. Seus perfis
de susceptibilidade foram avaliados por disco-difusdo: as suspensdes bacterianas foram
padronizadas e semeadas em agar Mueller Hinton, onde foram dispostos discos com 10uL
de clorexidina 0,12%, hipoclorito de sodio 2,5%, alcool 70% e Lysoform®, e um disco de
eritromicina. Apos incubacgéo das placas (37°C/24h), mediu-se os halos. Lysoform® reduziu
as bactérias do piso, pois o nimero de UFC na placa suja foi maior que na limpa. Das 6
colbnias analisadas, 5 eram da placa suja (C1-C5) e 1 da limpa (C6). Constatou-se apenas
bactérias Gram positivas: C1-C2 eram bacilos e C3-C6, cocos. Quanto a sensibilidade, C1
foi sensivel a todas as substancias, menos alcool; C2-C4 e C6 foram resistentes a alcool e
hipoclorito de sodio e sensiveis aos demais. C5 foi resistente a alcool, hipoclorito de sodio
e eritromicina. Lysoform® foi eficaz na desinfeccdo da area avaliada, porém reitera-se a
importancia na escolha de desinfetantes usados em ambientes laboratoriais, atendendo as
recomendacdes do fabricante, pois a eficacia pode variar a cada microrganismo.
PALAVRAS-CHAVE: Desinfec¢do, microrganismos, agente quimico, eficiéncia.

ANALYSIS OF THE ANTIBACTERIAL EFFICACY OF LYSOFORM® IN
DISINFECTING SURFACES

ABSTRACT: “Disinfection” is the elimination of microorganisms in vegetative form during the
cleaning of inanimate surfaces; “disinfectants” are chemical agents classified by the efficiency of
the number of microorganisms eradicated. This study evaluated the antibacterial effectiveness
of Lysoform® in disinfecting the floor of a Microbiology Laboratory at the Federal University of
Para. The area analyzed was demarcated and the first collection was carried out with a swab
soaked in 0.9% saline solution, which was rubbed on the floor and sown on Nutrient Agar
(AN; dirty plate). The surface was disinfected with Lysoform® for 5 minutes (manufacturer’s
recommendation). The second collection was carried out, which was inoculated in AN (clean
plate). The plates were incubated (37°C) and, after 24 hours, macroscopic analysis of the
colony forming units (UFC) were done. Gram staining was performed on 6 colonies that were
macroscopically different. Their susceptibility profiles were evaluated by disk diffusion: the
bacterial suspensions were standardized and seeded on Mueller Hinton agar, where disks
were placed with 10pL of 0.12% chlorhexidine, 2.5% sodium hypochlorite, 70% alcohol and
Lysoform®, and an erythromycin disc. After incubating the plates (37°C/24h), the halos were
measured. Lysoform® reduced bacteria on the floor, as the number of UFC on the dirty floor
was greater than on the clean floor. Of the 6 colonies analyzed, 5 were from the dirty plate
(C1-C5) and 1 from the clean plate (C6). Only Gram positive bacteria were found: C1-C2
were bacilli and C3-C6 were cocci. Regarding sensitivity, C1 was sensitive to all substances,
except alcohol; C2-C4 and C6 were resistant to alcohol and sodium hypochlorite and sensitive
to the others. C5 was resistant to alcohol, sodium hypochlorite and erythromycin. Lysoform®
was effective in disinfecting the area evaluated, however, the importance of choosing
disinfectants used in laboratory environments is reiterated, considering the manufacturer’s
recommendations, as effectiveness may vary for each microorganism.

KEYWORDS: Disinfection, microorganisms, chemical agent, efficiency.
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INTRODUCAO

A desinfeccgéo eficaz de superficies inanimadas é de extrema importancia na prevengéo
da disseminacdo de microrganismos em ambientes diversos, incluindo areas de salde e
espacos publicos. Em um cenério atual, vale destacar a pandemia de COVID-19, na qual
observou-se a importancia do uso de desinfetantes adequados para conter a propagagéo do
SARS-CoV-2, causador de infec¢des respiratorias graves em humanos (Kampf, 2020).

Realizar a desinfeccdo e a esterilizacdo utilizando desinfetantes e praticas de
esterilizacdo é essencial para garantir que objetos e superficies ambientais ndo sejam
transmissores de microrganismos patogénicos (Rutala; Donskey; Weber, 2023). Os
produtos quimicos sédo altamente eficazes nos processos de desinfec¢cdo quando usados
conforme indicado pelo fabricante, incluindo a observagédo do tempo permanéncia exigido
(Fickenscher et al., 2023), da quantidade e das condi¢gdes ambientais (como temperatura,
umidade relativa e pH). Além disso, as propriedades especificas dos patégenos determinam
a suscetibilidade a diferentes desinfetantes e cinética de inativagéo (Wibmann et al., 2023).

Os quaternarios de amonio (QACs) sao desinfetantes sem alcool bem conhecidos
e largamente utilizados na limpeza e desinfecgdo (Andreica et al., 2024). Sdo um grupo
de compostos formados por um céation de aménio quaternario substituido por uma ou mais
cadeias laterais de hidrocarbonetos hidrofébicos e trés ou menos cadeias laterais mais
curtas, possuindo propriedades anfifilicas. Atividades antimicrobianas foram descritas
para QACs, que podem interagir com as membranas fosfolipidicas de patégenos como as
bactérias, levando a ruptura da membrana e a lise celular (Belova et al., 2023).

Desde 1930, quando a atividade antimicrobiana desta classe de produtos quimicos
foi descrita pela primeira vez, muitas geragdes de compostos de amédnio quaternario foram
desenvolvidas (Andreica et al., 2024). Assim, devido a essas propriedades, os QACs sao
amplamente aplicados em agentes desinfetantes de superficies inanimadas, bem como
de tecidos vivos (Belova et al, 2023). Vale ressaltar que, além do mecanismo de acéo
antimicrobiana desenrolar-se a partir da ruptura da parede celular dos microrganismos, 0s
QACs também agem desnaturando proteinas e inibindo enzimas. Contudo, é um desinfetante
que nao inativa formas esporuladas, microbactérias e virus hidrofilicos (Ribeiro; Dutra, 2020).

Os patégenos que sobrevivem no ambiente por varios momentos, potencialmente
por longos periodos, enfatizam a importancia da limpeza rotineira dos locais (Porter et al.,
2024). Os ambientes académicos, como os laboratorios de pesquisa, também necessitam
devida atencdo para uma desinfeccédo eficaz, uma vez que neles ha manipulagdo de
diversos agentes patogénicos e contaminantes. Por isso, para prevenir contaminagbes
cruzadas, manter a seguranga dos pesquisadores e até mesmo evitar falsos resultados
em praticas experimentais, faz-se necessario seguir a risca as praticas de desinfecgéao.
Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar a eficacia antibacteriana do agente
quimico Lysoform® na desinfecgdo de uma area delimitada do piso de um Laboratério de
Microbiologia, localizado na Universidade Federal do Para (UFPA).
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METODOLOGIA

Caracterizacao do desinfetante

De acordo com o fabricante, Lysoform® mata 99,9% dos virus (inclusive o SARS-
CoV-2, virus que pode causar a COVID-19), bactérias e fungos. Seus principios ativos o
Cloreto de Benzil Alquil Dimetil Aménio/Cloreto de Didecil Dimetilaménio (quaternarios de
amonio - QACs).

Demarcacéo da area a ser analisada

Com auxilio de uma fita adesiva, delimitou-se uma area no piso do Laboratério de
Microbiologia (Figura 1). Escolheu-se, estrategicamente, uma area proxima a porta de
entrada e saida, onde o fluxo de circulagéo € maior.

Figura 1 — Demarcacdo da area analisada (piso de um Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal do Para).

Fonte: Autor, 2023.

Coleta das amostras

A primeira coleta foi realizada utilizando um swab estéril, embebido em solucéo
salina a 0,9%, que foi friccionado no piso e, em seguida, semeado em Agar Nutriente
(AN; nomeada “placa suja”). A superficie foi desinfetada com Lysoform® por 5 minutos
(recomendacéo do fabricante). Decorrido este tempo, realizou-se uma segunda coleta com
outro swab estéril, também embebido em solug¢éo salina a 0,9%, que foi inoculado em
outra placa de AN (nomeada “placa limpa”). Os procedimentos estéo ilustrados a seguir, na
Figura 2. As placas foram incubadas em uma estufa a 37 °C e, apds 24 horas.
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Fig. 2a) Coleta da amostrada  Fig. 2b) Semeio da “placa suja” Fig. 2c) Desinfeccao local
“placa suja” em AN

Fig. 2d) Tempo de agéo do Fig. 2e) Coleta da amostra da Fig. 2e) Semeio da “placa
Lysoform® “placa limpa” limpa” em AN

Figura 2 - Coleta e incubagédo das amostras.
Fonte: Autor, 2023.

Analises das col6nias

Decorridas as 24 horas de incubagdo das placas, as Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) foram analisadas quanto aos critérios macroscopicos (cor, forma, elevagéo
e textura). Realizou-se a coloragcdo de Gram de 6 coldnias isoladas morfologicamente
diferentes do ponto de vista macroscopico, a fim de caracteriza-las microscopicamente.

Teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos

Os perfis de susceptibilidade das 6 coldnias isoladas foram avaliados utilizando a
metodologia de disco-difusdo, que se baseia na formagéo do halo de inibicdo em torno dos
discos impregnados com os agentes antimicrobianos. Para isso, as suspensdes bacterianas
foram padronizadas de acordo com o tubo 0.5 da escala de MacFarland e semeadas em
agar Mueller Hinton, sobre os quais foram dispostos 5 discos de papel impregnados,
separadamente, com 10 pL dos seguintes agentes: clorexidina a 0,12%; hipoclorito de
sédio a 2,5%; élcool a 70%; Lysoform®; antibibtico eritromicina.
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ApOs este procedimento, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e, entéo,
os halos de inibicao foram medidos. Os microrganismos foram considerados resistentes
(se nao houvesse formagéo de nenhum halo) ou sensiveis (quando houvesse formagéo de
halo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que, na desinfecg¢éo local, Lysoform® reduziu consideravelmente as
formas vegetativas de bactérias que estavam presentes no piso, pois 0 numero de UFC
presentes na placa suja foi significativamente maior que na placa limpa. Este resultado
pode ser visualizado na Figura 3.

Das 6 col6nias selecionadas para andlise, 5 eram da placa suja (C1-C5) e 1 da limpa
(C6). Na coloracao de Gram constatou-se apenas bactérias Gram positivas, sendo C1 e C2
bacilos e C3-C6 cocos (Tabela 1).

Quanto aos resultados do teste de disco-difusdo, C1 foi sensivel a todas as
substancias, menos ao alcool. C2, C3, C4 e C6 foram resistentes ao alcool e ao hipoclorito
de sodio e sensiveis ao Lysoform®, clorexidina e ao antibiético eritromicina. Destaca-se a
resisténcia de C5 ao alcool, hipoclorito de sédio e ao antibiético. Os tamanhos dos halos de
inibicdo, em milimetros, s&o mencionados na Tabela 1. Ainterpretacao destes resultados foi
Util para estabelecer o perfil de susceptibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos
avaliados.

Fig. 3a) Visualizagéo das UFC na “placa suja”, Fig. 3b) Visualizagao das UFC na “placa limpa”,
antes da desinfec¢@o com Lysoform® apo6s desinfecgao, evidenciando a consideravel
reducéo da quantidade de col6nias

Figura 3 — Unidades Formadoras de Colonia (UFC) na “Placa Suja” e “Placa Limpa” aps o periodo de
incubacédo em Meio Agar Nutriente.

Fonte: Autor, 2023.
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Coloracao

Colénia de Gram Resistente a Sensivel a Halo (mm)

Lysoform; Lys.: 29

Bacilos Gram A Eritromicina; Atb.: 30

e Positivos ezl Clorexidina; Clo.: 40

Hipoclorito HS.: 12

Bacilos Gram Alcool; Lysoform; ) Lys.f 22

Cc2 Positivos Hinoclorito Eritromicina; Atb.: 35

P Clorexidina Clo.: 38

Estafilococos Alcool: Lysoform; Lys.: 15

C3 Gram Hi oclorito Eritromicina; Atb.: 32

Positivos P Clorexidina Clo.: 35

Diplococos Alcool: Lysoform; Lys.: 10

C4 Gram Hi oclor,ito Eritromicina; Atb.: 27

Positivos P Clorexidina Clo.: 15

Estafilococos Alcool; Lvs.: 14

C5 Gram Eritromicina; Lysoform; Clorexidina C}I/o': 3
Positivos Hipoclorito h

Estafilococos Alcool: Lysoform; Lys.: 26

C6 Gram Hi oclorito Eritromicina; Atb.: 31

Positivos P Clorexidina Clo.: 30

Tabela 1 — Perfil de susceptibilidade das colénias C1, C2, C3, C4, C5 e C6 a agentes antimicrobianos
diversos. As colbnias foram isoladas do piso de um Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal do Para (Legenda: alcool (Alc); clorexidina (Clo); eritromicina (Atb); hipoclorito de sodio (HS);
Lysoform® (Lys)).

Fonte: Autor, 2023.

Superficies contaminadas podem facilitar a transmissédo de patégenos para as
maos as quais, da mesma forma, podem transferir patbgenos para superficies (Porter
et al., 2024). Apés a realizagédo deste estudo, constatou-se que o Lysoform® reduziu de
maneira significativa a quantidade de bactérias que estavam na area delimitada do piso
do Laborat6rio, conforme relatado por Fickenscher et al. (2023), que mencionaram que a
limpeza de superficies reduz a carga microbiana.

O agente quimico Lysoform®, bastante utilizado em limpezas domésticas, tem
Cloreto de Benzil Alquil Dimetil Aménio/Cloreto de Didecil Dimetilaménio como principios
ativos, os quais sao quaternarios de amoénio (QACs) e agem sobre a membrana bacteriana,
a partir da adeséo e penetragéo na parede celular. Os QACs tém muitas aplicagbes como
surfactantes, em produtos de limpeza, amaciantes e produtos de higiene pessoal (Belova
et al., 2023).

Segundo Gerba (2015), acontece a seguinte série de eventos envolvidos na acao
dos QACs contra microrganismos: (i) adsor¢ao e penetragcdo do QAC na parede celular; (ii)
reacao com a membrana citoplasmatica (lipidica ou proteica), seguida de desorganizacao
da membrana; (iii) vazamento de material intracelular de menor peso; (iv) degradacéo de
proteinas e acidos nucleicos; e (v) lise da parede celular causada por enzimas autoliticas.
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Quanto ao alcool a 70%, todas as coldnias se demonstraram resistentes no teste
de disco-difusdo. Supde-se que, nas condi¢cdes avaliadas, o agente quimico evaporou dos
discos antes que pudesse interagir com as bactérias semeadas. De acordo com Graziano et
al. (2013), tal germicida de nivel intermediario é largamente utilizado principalmente devido
ao menor custo, quando se compara a outros produtos e, além disso, a recomendacgéo
classica e consensual dos métodos seguros para descontaminacdo das superficies
consiste na limpeza prévia do local, seguida de desinfecgdo com um agente microbicida,
por exemplo, o alcool a 70%.

Ademais, a C5 foi sensivel ao Lysoform® no teste de disco-difusdo, mas foi resistente
ao alcool, hipoclorito de sodio e a eritromicina. Tal fato é preocupante, pois a resisténcia
aos antibidticos é um grave problema de salde publica. Segundo Dhingra et al. (2020),
embora a resisténcia antimicrobiana (RAM) seja um fend6meno natural, 0 processo tem
se agravado devido ao uso excessivo de antibi6ticos, os quais sdo subutilizados e mau
utilizados, tanto em humanos como em animais. A expansao consistente da RAM prejudica
a prevencao e o tratamento de infeccdes causadas por bactérias, parasitas, virus e fungos
e, como resultado, a RAM proporcionou um risco progressivamente grave para a saude
publica global nas ultimas duas décadas, sendo que, atualmente, € avaliada como o maior
perigo para a saude no século XXI.

Novos testes sdo necessarios para que as colénias dos microrganismos isoladas
neste estudo sejam identificadas e, possivelmente, avaliadas quanto as caracteristicas

genéticas de resisténcia aos antimicrobianos.

CONSLUSAO

Lysoform® demonstrou eficacia na desinfeccdo da area avaliada, pois reduziu a
carga bacteriana. A partir dos resultados obtidos e analisados do teste de disco-difuséao,
reitera-se a importancia na escolha adequada de desinfetantes empregados em ambientes
laboratoriais, devendo ser respeitada as recomendagdes do fabricante, pois a eficacia pode
variar dependendo do tipo de microrganismo, concentracao do agente quimico e tempo de
acéo.
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