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RESUMO: O presente trabalho tem como objetivo estudar o comportamento e a resisténcia de bactérias em relagdo a agentes quimicos
com ag¢do antimicrobiana em diferentes concentragdes e determinar a quantidade minina para que ocorra a inibi¢do dos microrganismos.
Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosas, Escherichia coli, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, foram os
microrganismos utilizados, os quais foram semeados em meio Plate Count Agar (PCA). Na sequéncia, aplicaram-se os testes com os agen-
tes controladores, nas concentragdes de 0,5 %, 1,5%, 3,0%, 5,0%, 7,0% e 10,0 %, e os alcoois pré-determinados. A identificacdo da eficacia
foi definida atraves frequéncia e indice de inibicdo. Foram realizadas analises de 13 substancias nas seis diferentes concentragdes, ou seja,
468 amostras totalizadas no experimento. Com relagdo aos microrganismos estudados observou-se, dentre os componentes escolhidos, uma
ampla resisténcia, mesmo em concentragdes maiores. O estudo demonstrou variagao de resisténcia e sensibilidade, sendo 4cido ascorbico
0 agente com a maior concentra¢do inibitdria minima e as menores concentragdes foram do perdxido de hidrogénio. Considerando im-
portancia do uso desses compostos na inibi¢ao e no controle de agentes bacterianos em diferentes areas, torna-se vital o conhecimento da
amplitude de seu espectro, assim, alguns produtos, nas diluicdes recomendadas para uso, revelaram possuir atividade antibacteriana mais
reduzida ou inexistente.
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BACTERIAL SUSCEPTIBILITY AND RESISTANCE TO GROWTH CONTROLLING AGENTS IN HOSPITAL AND
INDUSTRIAL USE

ABSTRACT: The present work aims at studying the behavior and bacteria resistance against chemical agents with antimicrobial action
in different concentrations and determining the minimum quantity for micro-organism inhibition. This study used Serratia marcescens,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus micro-organisms, which were
seeded in Plate Count Agar (PCA) medium. After, the tests were applied with controlling agents, at concentrations of 0.5%, 1.5%, 3.0%,
5.0%, 7.0% and 10.0%, and predetermined alcohols. Effectiveness was identified by frequency and inhibition index. Analyses were carried
out on 13 substances in six different concentrations, i.e., a total of 468 samples in the experiment. In relation to the studied micro-organism,
a broad resistance could be observed among the chosen components, even in larger concentrations. The study presented resistance and
sensitivity variation, with ascorbic acid being the agent with the greatest minimum inhibitory concentration, while hydrogen peroxide pre-
sented the lowest concentrations. Considering the importance of these compounds in inhibiting and controlling bacterial agents in different
areas, it is vital to expand the knowledge on the broadness of its spectrum, since some of the products, at the recommended use dilutions,
presented low or non-existent antibacterial activity.
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Introducao

Como sdo relativamente comuns a presenca de mi-
crorganismos em diversos ambiente, juntamente com a pre-
senca de seres humanos, as maos sdo consideradas a prin-
cipal via de transmissdo de infecgdes entre pessoas e a sua
correta lavagem ¢ fundamental para prote¢ao e prevengao de
doengas. Os métodos preconizados para controlar as conta-
minagdes das superficies de contato sdo importantes meios
para prevenir a agdo e a transmissao de microrganismos cau-
sadores de doengas (SANTOS et al., 2007). Uma maneira de
diminuir a contaminagdo por veiculagdo antropica ¢ a utili-
zagdo de antimicrobianos e controladores de crescimento de
acdo rapida e sem agressividade ao ambiente (CASTRO et
al., 2002).

Entende-se por agentes controladores do crescimen-
to, substancias quimicas que matam ou inibem o crescimento
de microrganismos nos diferentes locais onde podem ser en-
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contrados. A acdo de um agente controlador do crescimento
pode acontecer de dois mecanismos: agao bactericida, quan-
do ocorre a morte do organismo, ou pode também ocasionar
a acdo bacteriostatica, quando acontece apenas a inibi¢ao do
crescimento microbiano, quando este entra em contato com
a substancia utilizada (ANDRADE; ARAGAO; FURLAN,
2009).

O sucesso da acao do agente controladores de cres-
cimento depende de varios fatores, que geralmente consta
como modo de uso, concentra¢do ideal, quais microrganis-
mos a substancia atua, tempo de acdo e a natureza do mate-
rial a ser desinfetado. O sucesso no controle bacteriano no
ambiente doméstico evita a contamina¢do de alimentos e
também atua sobre o controle de doengas provocadas pelos
microrganismos comuns no ambiente (BRAGA; FURGA-
DO; FURLAN, 2010; REDU, 2014).

Entretanto, a ineficacia da agdo dessas substancias
se deve a alguns fatores que podem levar ao insucesso a de-
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sinfeccdo quimica, incluindo a resisténcia dos microrganis-
mos a algum determinado tipo de substancia, a inativag@o
devido a diluicdo do composto, antagonismos com outras
substancias e 0 armazenamento inapropriado das substancias
(FERREIRA, 2009; ALVES et al., 2010 ¢ PEREIRA et al.,
2015).

A susceptibilidade aos agentes quimicos ¢ avaliada
por meio da determinagdo da concentragdo minima inibito-
ria (BRITO et al., 2000), cujo esta ¢ a menor concentragao
de um agente antimicrobiano necessaria para inibir o cres-
cimento de um microrganismo apo6s incubagao in vitro (RI-
CARDO, 2008).

O presente estudo teve como objetivo estudar o
comportamento e a resisténcia de microrganismos frente a
acdo de agentes quimicos controladores do crescimento e de-
terminar quais concentragdes de substincias consideram-se
melhor para retardar ou inativar o crescimento de determi-
nados microrganismos em condi¢des metodologicas in vitro.

Material e Métodos

A metodologia utilizada neste trabalho visou a ana-
lise qualitativa dos resultados, ou seja, a identificacdo de
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cada amostra quanto a caracteristica da biota e a resisténcia
de cada microrganismo. A escolha foi dentre os agentes pa-
tdgenos potenciais oportunistas isolados de ambientes hospi-
talares. O trabalho foi realizado em quatro etapas principais:
escolha e avaliagdo dos componentes quimicos ativos em
cada saneante e conservante, preparo dos materiais e incu-
bacdo dos microrganismos, andlise e interpretagdo dos re-
sultados. Para o enfoque central da discussao deste trabalho
foram escolhidos os alcoois, pela sua grande utilizagdo como
agente desinfetante.

Microrganismos Utilizados

Os microrganismos utilizados para a experimenta-
¢do foram bactérias gram-positivas e gram-negativas, prove-
nientes de isolamentos clinicos (IC) e linhagens considera-
das padrdo (LP), pertencentes e mantidas na bacterioteca do
Laboratorio de Microbiologia ¢ Bioquimica de Microrganis-
mos do Unilasalle/Canoas-RS. As linhagens utilizadas, bem
como as caracteristicas de cada espécie, estdo descritas na
Tabela 1. Sua escolha se justifica por fazerem parte da biota
antropogénica e estarem envolvidas com infec¢des nosoco-
miais, segundo Andrade; Leopoldo; Furlan, 2006.

Tabela 1: Principais caracteristicas e classificacdo dos microrganismos utilizados no experimento.

Bactéria Caracteristicas Condicao Origem
. . . . . . solos, matéria organica
Serratia marcescens (1C) gram-negativo, aerobio facultativo | infecciosa L & ’
alimentos
o . - . . . solos, aguas servidas e
Proteus mirabilis (1C) gram-negativo, aerobio facultativo | infecciosa 708, 48
alimentos
Pseudomonas aeruginosas . 1 . L A
(I0) gram-negativo, aerobio oportunista solos, matéria organica
g . ram-negativo, aerobio ou anaerdbio | oportunista; solos, dguas servidas, trato
Escherichia coli (IC e LP*) & & ’ p N . 48 ’
facultativo endémica intestinal
Bacillus cereus (IC) gram-positivo, anaerobio facultativo | endémica solos, alimentos
Staphylococcus aureus (IC | gram-positivo, acrobico ou anaerd- | infecciosa; oportu- .
i . . . pele, alimentos
e LP*¥) bio facultativo nista

IC —1solado clinico; LP- linhagem padrao; * E. coli (ATCC 25922);**S. aureus (ATCC 29213).

Preparo Dos Indculos

Os microrganismos foram cultivados em placas de
petri contendo agar nutriente, a fim de se obter uma cultura
pura, livre de possivel contaminante. Para a preparagdo das
suspensdes bacterianas foram transferidas aliquotas equiva-
lentes a todos os microrganismos em tubos de micro centri-
fugacdo, tipo Eppendorf, contendo 1000 pL de solugdo tam-
pao fosfato. A partir destes tubos procedeu-se as diluigdes
seriadas até 10, equivalente a 10%a 10> UFC mL"!, segundo
INCQ (1991). Posteriormente uma aliquota de 100 pL desta
diluigdo foi depositada na superficie de placas de petri con-
tendo Agar Antibidtico n°2* e distribuidas adequadamente
por toda area total da placa, para que sua evolugdo fosse
equivalente a todas as partes do local de semeadura.

4Agar antibiotico N°. 1. Cod. n° 105272. Merck - Merck Millipore
Corporation. Darmstadt, Alemanha

Preparo das solucdes contendo agentes controladores do
crescimento

As caracteristicas de agdo dos agentes quimicos
com capacidade de controlar o crescimento dos microrga-
nismos, escolhidos para o experimento, estdo descrito na
Tabela 2. Todas as solugdes foram preparadas em laborato-
rio, a partir de dilui¢des do produto concentrado. Os agentes
foram escolhidos seguindo as disposi¢des regulamentadoras
estabelecidas pelas RDCs n° 30, 31 e 34, de 16 de agosto de
2010 da ANVISA (Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanita-
ria) (BRASIL, 2010).

Foram pesadas ¢ calculadas as quantidades neces-
sarias de cada principio ativo para a prepara¢do quantitativa
em laboratdrio nas concentragdes escolhidas de 0,5%, 1,5%,
3,0%, 5,0 %, 7,0 % e 10,0 %. Armazenadas e identificadas
em frasco ambar com o volume total de 100 mL, sob refri-
geracdo até a sua utilizagdo. Os compostos alcoois utilizados
nesse experimento foram o alcool etilico 32°, 46°, 70° e 96°
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GL, alcool isopropilico P.A. e alcool 70° GL acrescido de
iodo (0,5% p/v obtido a partir de solugdo mae de iodeto me-
talico).

Incubacio e identificacao das amostras

As placas utilizadas no teste foram divididas em
nove quadrantes, de maneira que cada quadrante recebeu,
com auxilio de pipeta automatica, uma aliquota de 10 pL de
cada solucdo.

As placas foram inoculadas com cada espécie uti-
lizadas, por meio da semeadura pelo método Spread Plate.
Apos a perda de umidade da superficie foram dispensados
sobre cada placa as quantidades dos agentes quimicos em
cada quadrante determinado. Em seguida, foram levadas
para estufa a 32°C, sobre um intervalo de tempo de 24 horas
para haver o crescimento uniforme.

Os resultados foram obtidos por meio de registros
da formagao de halos em cada quadrante. Os halos foram
medidos, com auxilio de um heldmetro e transferidos para
tabelas. Foi realizado um total de 478 testes, confrontando
microrganismos versus concentragdes dos agentes quimicos,
sendo 252 testes para os agentes quimicos saneantes e 216
testes envolvendo os alcoois.

Todos os testes de avalicdo em placa foram feitos
em triplicata, para tanto foi calculado a Incerteza do tipo A
(Ua), que relaciona a medida de confiabilidade da medigdo
através da analise das flutuagdes dos valores obtidos nas re-
peticoes.

Calculo do indice de inibicao dos alcoois

Para compor o calculo do indice de inibigdo (I,) foi
usado um controle com uma solugdo inerte (sem desinfetan-
te). O teste foi realizado com um inoculo entre 10%!2 UCF
mL! e avaliado pelas medida dos halos de inibi¢do em pla-
cas. A partir da leitura de todas as placas foram realizadas e
calculadas as médias de cada repeticdo e do controle.
Assim:

L=H
Onde:
H = halo maximo obtido para a maior concentragdo (mm)
H_. = halo minimo medido em qualquer concentragao (mm)

~H,_)(H,_ )" x 100

max min

min

Resultados e Discussio
Teste de eficacia dos ativos (agentes) quimicos

Ap06s o periodo de incubacgdo e identificacdo de pre-
senca ou auséncia de halos, os resultados foram divididos
quanto ao percentual de concentragdo dos agentes quimico
utilizado, que se mostraram capazes de inibir o microrga-
nismo, bem como o tamanho em milimetros (mm) do halo
de inibigdo. Levaram-se em consideracdo as caracteristicas
tintoriais dos desinfetantes a base de Prata e Permanganato e
as caracteristicas morfologicas de formagao das colonias de
cada género bacteriano, como também a marca da gota de
cada substancia, os quais poderiam se constituir em interfe-
rentes no momento da leitura.

Tabela 2: Classificagdes e caracteristicas dos controladores de crescimento escolhidos;

Componente Funcgao geral

Utilizacao

Peréxido de Hidrogénio

Desinfetante e Esterilizante. Agente de ag@o
oxidante. Age promovendo a desnaturacdo
proteica e a ruptura da permeabilidade da
membrana celular.

Usado na desinfecg@o de alto nivel e esteriliza-
¢do de superficies planas e so6lidas compostas
por materiais termossensiveis, como por exem-
plo, na esterilizacdo de capilares hemodializa-
dores e lentes de contato. Conservante de ali-
mentos, bactericida e fungicida em sementes.

Permanganato de Potas-
sio

Oxidante enérgico com acao desinfetante e
desodorizante. Em contato com a matéria
organica libera oxigénio. Ac¢do superficial.
Dependendo da concentragao pode ter ag@o
bacteriostatica, adstringente, irritante ou
caustica.

Utilizado como desinfetante em desodorantes,
também encontrado em antissépticos (¢ usa-
do como antisséptico, em banhos, para alivio
sintomatico de lesoes cutaneas disseminadas e
pruriginosas).

Acido Acético Glacial

Usado para corrigir alcalinidade e neutra-
lizar outros compostos quimicos. Suave
agente bacteriano pela sua capacidade de
catalisacdo da hidrolise de proteinas. Agdo
antifiingica.

Conhecido como acido etanoico, encontrado no
dia a dia mais comumente na sua forma impu-
ra, chamada de vinagre. Quando livre da dgua ¢é
conhecido como acido acético glacial.

Fenol

Uso restrito no tratamento de materiais ndo
criticos e superficies fixas de alguns hospi-
tais. Seu poder residual, sua toxicidade e as
limitagdes de ambiente o colocaram em de-
suso. Agem destruindo o protoplasma com
ruptura da parede celular e precipitagdo pro-
teica. Possui agdo bactericida, virucida, fun-
gicida, tuberculicida.

O fenol ¢ quimicamente hidroxibenzeno, Usado
terapeuticamente em queimaduras como acido
picrico, como indicador de pH (fenolftaleina) e
em resinas sintéticas, como baquelite;
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Nitrato de Prata Sua propriedade oxidante o torna util como
desinfetante; a interacdo de Ag com grupos
de enzimas e proteinas tiol desempenha um
papel fundamental na inativagdo bacteriana.
Bactericida para espécies gram-positivas e

algumas gram-negativas.

Encontrado em alguns medicamentos na me-
dicina, na quimica para reagentes para novas
substancias, na fabricac¢ao de vidros e espelhos.

Acido Ascorbico Acdo antioxidante, sequestrante de radicais
livres - que esta diretamente ligada ao siner-

gismo dos acidos organicos.

Conservantes alimentares, cosméticos e na pre-
vengdo da degradagdo da borracha.

Acido Bérico Age como desinfetante de fraca ag@o bacte-
riostatica ¢ fungistatica, quando comparado

com desinfetantes mais modernos. A¢do an-

Substancia antisséptica ¢ adstringente de uso
oftalmologico, topico ou otoldgico. Associado
a substancias tamponantes pode ser comerciali-

tioxidante.

zado como antissépticos.

Fonte: (Nogaroto e Penna, 2006).

Embora ndo tenha sido estabelecido o quesito com-
parativo entre LP e IC, entre os objetivos deste trabalho, os
testes mostraram que as duas linhagens padrao utilizadas (E.
coli ATCC 25922 ¢ S. aureus ATCC 29213) ndo apresenta-
ram diferengas de sensibilidade, tanto para os agentes contro-
ladores como para os alcdois, quando comparadas aos seus
semelhantes isolados clinicos.

Na Tabela 3 exibem-se o comportamento de cres-
cimento bacteriano diante de cada substancia, segundo a sua
concentrag@o minima necessaria para inibigao.

O acido borico e o permanganato de potassio foram
os agentes que exigiram concentragdes inibitoérias minimas
mais elevadas (10%) para provocar inibi¢ao bacteriana. No

entanto, outros agentes, como acido acético ¢ o peroxido de
hidrogénio, foram substancias que mostraram inibi¢do nas
menores concentragdes.

Das 252 analises totais realizadas, 46,8% dos testes
obtiveram resultado, ou seja, foi constatado algum halo de
inibigdo distinguivel na placa. No restante (53,2%) ndo se
obteve sucesso quanto a agdo inibitéria do agente quimico,
constatando-se crescimento dos microrganismos. Salienta-se
que essas analises foram mantidas sob as mesmas condi¢des
laboratoriais durante todo o procedimento, ndo havendo in-
terferéncias ou favorecimento que pudessem beneficiar iso-
ladamente o experimento.

Tabela 3: Concentragdes inibitorias minimas controladoras do crescimento, em percentagem, segundo as espécies bacteria-

nas testadas no experimento.

Substancia S. marcecens B. cereus | P. aeruginosa E. coli P. mirabilis S. aureus
Acido Ascérbico 1,5 % 3,0 % 1,5 % 5,0 % 5,0 % 3,0%
Acido Boérico 10,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 %
Acido Acético Glacial 0,5 % 0,5 % 0,5 % 5,0 % 0,5 % 5,0 %
Fenol 3,0 % 1,5 % 3,0 % 3,0% 3,0% 3,0%
Nitrato de Prata 0,5 % 0,5 % 5,0 % 0,5 % 5,0 % 1,0 %
Perdéxido de Hidrogénio 0,5% 0,5 % 0,5 % 1,5% 1,5 % 5,0 %
Permanganato de Potassio 10,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 % 10,0 %

Nas figuras 1 e 2, as placas mostram o comporta-
mento da bactéria Staphylococcus aureus frente aos sanean-
tes utilizados. Os halos sem crescimento observados indicam
o efeito inibidor da substancia sobre o microrganismo.

Dos agentes quimicos utilizados, o perdxido de hi-
drogénio, apresentou maior efeito controlador de crescimen-
to frente a todos os microrganismos testados, com as menores
concentragdes inibitorias minimas, que para o S. aureus foi
de 5% (fig. 1a), cujo limite maximo permitido pela ANVISA,
¢ de 10%. O peroxido de hidrogénio apresentou 83,3% de
acdo antimicrobiana total. Logo apos, o nitrato de prata com
66,7% de agdo e o acido acético glacial com 66,7%. Acido
ascorbico apresentou uma taxa de inibi¢ao de 33,3%, tendo
a sua concentra¢do minima inibidora de 3,0% (fig. 2c) e por
ultimo o fenol com 16,7%.

28

Figuras 1 e 2: Placas com cultura de S. aureus. Os quadran-
tes: la; 1b e lc indicam, respectivamente, as concentragdes
de 5%, 7% e 10% de perdxido de hidrogénio; e, 2a, 2b e 2¢
indicam respectivamente, as concentragoes de 0,5%, 1,5%,

>

Segundo os estudo de Pereira et al. (2015) sabe-
-se que o peroxido de hidrogénio é um importante agente
desinfetante, utilizado em assepsias de operagdes cirurgicas
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pelo seu alto potencial de ruptura e permeabilidade da parede
celular bacteriana, desnaturando-a e promovendo também a
inibicdo de novas progénies. Neste trabalho, ja se esperava
seu resultado positivo. Ja o acido acético glacial, ou o acido
etanoico, ¢ uma substancia com capacidade caustica, ou seja,
catalisa hidrolises em proteinas. Prevalece a sua caracteristi-
ca basica de ser considerado um agente controlador do cres-
cimento moderado. Dentre os resultados obtidos, a seu efeito
pode ter surgido pelo tempo da agdo da substdncia sobre a
parede celular bacteriana, rompendo-a e, consequentemente,
alteragdes eletroliticas irreversiveis. O nitrato de prata é co-
nhecido pela sua interagdo com o DNA microbiano, levando
0s microrganismos a sofrer sérias mutagdes.

Bactérias gram-negativas sdo menos suscetiveis
aos detergentes e substancias quimicas, sendo que sua pare-
de celular ¢ mais exigente quanto a permeabilidade ¢ muito
mais seletiva (REDU, 2014). Os saneantes mais eficientes
para espécies gram-positivas, neste trabalho, foi o nitrato de
prata, no entanto para as gram-negativas foi o peréxido de
hidrogénio.

A resisténcia aos antimicrobianos tem sido exausti-
vamente estudada, com intuito de se esclarecer rotas ou me-
canismos envolvidos na sua fisiologia. No entanto, a resistén-
cia bacteriana frente a produtos sanitizantes, mesmo sendo
uma preocupagdo crescente, ¢ pouco compreendida. Nesse
sentido, destaca-se a quase inexisténcia de investigagdo cien-
tifica que avalie continuadamente a eficacia antimicrobiana
de desinfetantes utilizados em satde (MOURA et al., 2011).

Alguns dos principios ativos dos produtos desinfe-
tantes testados revelaram, em condigdes laboratoriais des-
te experimento, possuir alguma atividade bactericida. Isto

corrobora com um dos principais objetivos de um agente
desinfetante, cujas substancias ou preparagdes destinadas a
higienizagdo, desinfec¢do, desodorizagido, de ambientes do-
miciliares, coletivos e/ou publicos, ¢ inibir o crescimento de
bactérias em algum momento (BRASIL, 2001).

Conforme visto, a eficacia de cada agente contro-
lador varia tanto na pratica como no ambito de agdo desin-
fetante, ou seja, altera-se conforme a situagdo. Um bom de-
sempenho desses agentes controladores do crescimento nao
s6 depende dessas variaveis, como também da concentragio
do principio ativo. De acordo com o permitido pelas normas
regulamentadoras da ANVISA, a concentragdo maxima ¢ de
2%, para maioria dos agentes, no entanto neste projeto foram
utilizadas concentragdes de principio ativo mais elevados,
portanto acima das formulagdes comerciais. Também ¢ im-
portante lembrar que a limpeza e a desinfecgdo de ambien-
tes tém como meta reduzir a quantidade de microrganismos
patogénicos num determinado ambiente. Considera-se que
nenhum desinfetante podera exercer sua a¢do com eficiéncia
se nao houver uma limpeza prévia (PEREIRA et al., 2015).

Teste de eficiéncia de inibicao dos alcoois

A susceptibilidade aos alcoois foi verificada pela
eficiéncia de inibigao estabelecida de acordo com os resulta-
dos da medida dos halos inibitoérios e a aplica¢@o da formula
do indice de inibigdo (I)).

Na Tabela 4 verifica-se o comportamento de cada
bactéria frente a cada alcool correspondente. Pode-se obser-
var que o I, variou de zero a no maximo 63%, variando con-
forme a concentrag@o e os microrganismos testados.

Tabela 4: Comportamento dos microrganismos frente aos diferentes alcoois e suas dilui¢des, de acordo com o indice de

inibicdo (I, %) em placa.

Alcoois S. marcescens | B. cereus | P. aeruginosa E. coli P. mirabilis S. aureus
Isopropilico P.A. 62,5 50 42,5 50 30
Etilico 32° GL n n n n
Etilico 46° GL n n n n
Etilico 70° GL 27,5 n 30 27,5 30 n
Etilico 96° GL 42,5 n 45 40 35 42,5
Alcool Iodado 27,5 n 32,5 30 37,5 32,5

n- ndo houve detecg@o de halo ou inibigdo, valor que corresponde a zero;

Atualmente os principais desinfetantes utilizados
sa0 alcoois, formaldeido, glutaraldeido, compostos liberado-
res de cloro ativo (como hipoclorito de so6dio), compostos
quaternario de amonio (como cloreto de benzalconio), iodo-
foros e biguaninas (como clorexidina). Dentre esta gama de
opg¢des, ndo existe um produto que apresente todas as carac-
teristicas desejadas, cada um possui vantagens e desvanta-
gens que devem ser avaliadas no momento da seleg¢@o para o
uso. Entretanto, os alcoois podem servir de base para muito
outros quimicos ou compostos ativos, incluindo os surfac-
tantes e os extratos hidroalcoodlico de vegetais, os chamados
fitoquimicos (REDU, 2014).

Dos alcoois utilizados para os testes, em todas as
216 analises realizadas com este produto, o alcool isopropi-
lico P.A. e o alcool etilico 96° GL foram os que mostraram
maiores inibi¢do de inibi¢do de microrganismos, tendo um I,

variando de 43 a 63%. O alcool etilico 96° GL teve seu efeito
inibitorio concentrado, entre todas as bactérias gram-positi-
vas testadas, apenas sobre S. aureus, apresentando um I, em
torno de 43%. O alcool que mais inibiu as gram-negativas
foi o alcool isopropilico P.A. Frente aos alcoois 32° ¢ 46°
GL ndo houve qualquer inibi¢do de nenhuma bactéria. Estes
resultados se devem muito, provavelmente, pela sua diluigdo
estar abaixo do padrdo considerado como bactericida ou, até
mesmo, antisséptico.

O alcool etilico e o isopropilico possuem ativida-
de contra bactérias na forma vegetativa, virus envelopados
(p. ex.: virus causadores da influenza, das hepatites B e C e
HIV), micobactérias e fungos. Nao apresentam agao contra
esporos e virus ndo envelopados (p. ex.: virus da hepatite A e
Rinovirus), caracterizando-se como desinfetante e antissép-
tico, porém sem propriedade esterilizante. Dentre todas as
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caracteristicas, ambos possuem I, bastante significativo para
os diferentes grupos bacterianos de importancia industrial e
médica. Em geral, o alcool isopropilico é considerado mais
eficaz contra bactérias, enquanto o alcool etilico é mais po-
tente contra virus (SANTOS, et al., 2002).

O alcool 70° GL considerado ideal, pela sua carac-
teristica bactericida e de inibigdo da sintese bacteriana, nao
mostrou resultados satisfatorios, mesmo quando comparado
ao alcool 96° GL. Segundo (SANTOS, et al., 2007) alcool
96° GL por caracteristica de maior volatilidade e solubiliza-
¢do dos acidos graxos, torna-se mais dificil a penetragdo via
membrana celular, ndo tendo assim o mesmo rendimento so-
bre a bactéria.

Dentre as bactérias testadas, a revelagdo foi do B.
cereus, que por ser gram-positivo nao possuir parede exter-
na, deveria ser mais suscetivel a agdo de agentes quimicos.
Neste teste, frente aos alcoois, apresentou maior resisténcia,
apesar de ter-se mostrado relativamente sensivel aos demais
agentes quimicos. Uma das caracteristicas peculiares deste
microrganismo ¢ ter um historico de patogenias relativamen-
te frequentes, como sindromes toxigénicas alimentares. Pela
sua grande ocorréncia em uma ampla variedade de alimen-
tos, como peixes, carnes, leites vegetais, produtos a base de
massas, queijo ¢ batata e pela sua facilidade de proliferagdo a
temperatura ambiente e grande possibilidade de sobrevivén-
cia a fervura, o B. cereus, desponta como grande interesse
para avaliag@o de resisténcia. Sabendo-se, com base na pri-
meira etapa deste experimento, este bacilo, foi suscetivel em
mais da metade dos componentes quimicos abaixo de 2%,
conforme o que a legislagdo permite no mercado e, ainda,
moderadamente resistente aos outros restantes. Porém, sua
alta tolerancia diante dos alcoois indica maior capacidade de
resisténcia dentre todas as bactérias testadas. Sendo este mi-
crorganismo facilmente ligado as toxinfecg¢des alimentares
e mais resistentes frente aos alcoois, pode-se entender que
representa maior risco sanitario.

O comportamento do S. aureus foi um dos mais re-
sistentes do grupo. Em todas as etapas do experimento, este
se mostrou mais resistente, p. ex., que a Serratia marcescens,
gram-negativo, de estrutura mais complexa e seletiva. Ape-
sar da pequena diferenga de comportamento, ambas mostra-
ram-se moderadamente resistentes tanto na primeira quanto
na segunda ctapa. O S. aureus ¢é responsavel por infecgdes
relativamente simples da pele e mucosas até¢ endocardite e
pneumonia mais sérias. S. marcescens, esta envolvida com
infecgdes no trato respiratorio, urinario, pele, feridas cirtr-
gicas e podem colonizar também o sangue (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2006).

A E. coli, gram-negativo, oportunista ¢ endémica,
também apresentou padrao de resisténcia consideravel, po-
dendo-se observar comportamento semelhante ao da S. mar-
cescens e S. aureus na primeira etapa com os agentes quimi-
cos ¢ na segunda, com alcoois.

Sendo gram-negativa demostra maior dificuldade
de ocorréncia de ruptura de membrana celular e pela sua ca-
racteristica de adaptagdo e superagdo de condigdes adversas,
essa bactéria, demonstrou ampla capacidade de resisténcia
aos alcoois 32 e 46° GL, porém respondeu mais positiva-
mente ao alcool isopropilico P.A. ¢ ao nitrato de prata. A E.
coli é responsavel por infecgdes, diarreias, cistite, meningite
e até casos mais graves, com a linhagem identificada como
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E. coli O104:H4, que ha algum tempo provocou um surto
na Europa, ocasionando uma colite hemorragica e sindrome
hemolitico-urémica (REDU, 2014).

Porém, diante dos padrdes microbioldgicos obtido
neste trabalho, nem todos os alcoois, muito discutidos para
uso frente a microrganismos de importancia industrial ou
hospitalar, ndo atingiram seus objetivos estabelecidos nos
padrdes da pesquisa, havendo desenvolvimento microbiano
mesmo apos contato. Para Santos et al. (2007) isto indica que
essas espécies microbianas entdo em frequente mudanca de
resisténcia, devido ao fator “pressdo de modificacdo” impos-
to pelo meio ambiente.

Dos alcoois, o alcool etilico 70, 96° GL, iodado e
isopropilico P.A. se mostraram eficientes inibidores. Existem
varias razdes para o alcool etilico ser inibidor, uma vez que
¢ amplamente citado em literaturas como sendo base para
outros desinfetantes e ter aprovacdo do Controle de Doengas
e Prevengdo (CDC), além de preencher os quesitos normati-
vos do Comité Europeu de Normalizagao (CEN) (BRASIL,
2007; CDC, 2008; ECS, 2009).

Os motivos sdo devido ao alcool precipitar protei-
nas teciduais que normalmente estdo presentes no sangue ¢
na saliva, e podem ser carregadas pelas maos, contaminando
facilmente superficies. Outra razdo fisico-quimica, que ex-
plica isso seria sua rapida evaporagdo, que limita sua ativida-
de sobre virus e bactérias com cobertura proteica (MOURA
etal., 2011).

Vale salientar que todos os alcoois utilizados nos
testes ndo sofreram diluigdes com outros solventes, ou seja,
foram utilizados em suas concentragdes propostas em meto-
dologias oficiais. Quanto aos materiais em geral (detergentes,
halogénios e alcool) ainda cabe lembrar, que na desinfecgdo
industrial, hospitalar ou doméstica na maioria das vezes, es-
tes ativos ainda s3o possivelmente mais diluidos, diminuindo
consideravelmente o poder de sua acio (REDU, 2014).

De acordo com Timenetsky (1990) a atividade anti-
microbiana de um produto desinfetante nao ¢ a real capacida-
de de desinfecgdo de um ambiente que, por sua vez, pode ter
diversos fatores interferentes, alguns até imprevisiveis, pre-
judicando a atividade antimicrobiana de um composto ativo.
Por esta razdo, os testes padronizados ou nao sdo discutiveis
e ndo existe um unico método de avaliagdo microbioldgica
que considere todas as variaveis no contexto geral da desin-
feccdo.

Nas figuras 3 ¢ 4 podem-se observar halos de ini-
bicdo em placas das bactérias Serratia marcescens e Pseu-
domonas aeruginosas, respectivamente, em que ambas mos-
traram-se sensiveis aos alcoois isopropilico P.A., etilico 96°
GL, etilico 70° GL ¢ iodado. Nota-se que os alcoois 32° GL
¢ 46° GL ndo foram capazes de inibir o crescimento micro-
biano.
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Figuras 3 e 4: Placas de cultura de S. marcescens e P. aerugi-
nosas, respectivamente, frente a diferentes alcoois. Letras: a)
Alcool isopropilico P.A.; b) Alcool Etilico 70° GL; ¢) Alcool
iodado; d) Alcool Etilico 96° GL.

Atribui-se ao fato dos saneantes utilizados ndo gerar
inibicdo, os fatores decorrentes de capacidade de solubiliza-
¢do, acdo e caracteristicas bactericidas ¢ organicas baixas,
que direta ou indiretamente tenham influenciado na sua efi-
cacia e desempenho. Vale ressaltar que resultados ainda mais
especificos poderiam ser obtidos apds reproducdes dos tes-
tes, minimizando interferente.

De acordo com Santos et al. (2010) a resisténcia de
cada bactéria esta diretamente ligada ao seu tempo de expo-
sigdo frente a uma determinada concentragdo de desinfetante.
Nos experimentos realizados in vitro, com o alcool 70° GL,
este se apresentou ineficaz em 30 segundos de exposic¢do ao
S. epidemidis, seguido dos demais agentes utilizados, que
também apresentaram consideravel tempo para inibir outros
microrganismos. Rutala; Weber (2004) definem bactérias do
género Staphylococcus, como sendo circunstancialmente
resistentes aos antibidticos e desinfetantes, principalmente
0 S. aureus. De acordo com esses autores, que avaliaram a
suscetibilidade desse microrganismo frente aos desinfetan-
tes, descobriram que eles sao sensiveis a sua a¢do ¢ também
ficam inutilizados, apds em média 30 segundos ¢ 5 minutos
de exposi¢do. Ja, de acordo com Santos et al. (2007 ¢ 2010),
que ao adicionar em tubos de ensaio, contendo desinfetantes,
uma suspensdo com concentragdes até 10° UFC mL ' de bac-
térias S. aureus ¢ E. coli, apds iniciada a contagem precisa-
ram de 2,5 a 15 minutos para sua inativagao total, predizendo
que a substancia atingira seu objetivo. Comparado os resulta-
dos observados as conclusdes dos autores ¢ possivel afirmar
que amplas variagdes de resisténcia podem ser observadas
conforme a metodologia aplicada.

Consideracoes Finais

Partindo dos resultados encontrados, pode-se con-
cluir que as tendéncias dos desinfetantes de uso geral, dispo-
niveis no mercado, podem ter seu espectro de eficacia altera-
do conforme as praticas de uso, mesmo levando em conta as
legislagdes vigentes.

Este estudo vem corroborar com a tendéncia mun-
dial no uso de controladores de crescimento, principalmente
com relagdo aos alcoois, provando que uso rotineiro, isolada-
mente, na assepsia das maos ¢ mais eficaz do que a lavagem
prévia com agua ¢ sabdo. No Brasil, o alcool ¢ amplamente
utilizado como desinfetante, mas a ideia de substituir a la-
vagem das maos pela antissepsia com alcool, ainda ¢ pouco
aceita. Os Estados Unidos, apesar de ndo possuirem tradigdo

na utilizagdo do alcool para estes fins, vém se rendendo aos
estudos que comprovam a eficacia desta substancia como al-
ternativa a lavagem das maos.

Um aspecto importante que embasou este trabalho,
também leva a concluir que as mudangas de método e de ma-
teriais utilizados influenciam amplamente no resultado, in-
terferindo nos dados finais e que, mesmo em casos nos quais
as caracteristicas ambientais sdo diferentes, apresentam re-
sultados semelhantes.

Embora este estudo ndo tenha revisado variagoes
metodologicas, torna-se suficiente para concluir pelas evi-
déncias a necessidade de elaborar protocolos de acompanha-
mentos e testes de viabilidade de produto para cada setor em
particular.
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