UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA/ IMUNOLOGIAE
PARASITOLOGIA

Trabalho de conclusdo de curso:

ACAO DE ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES DE USO DOMESTICO

SOBRE Enterococcus spp. ISOLADOS DO ARROIO DILUVIO-RS

Natalia Costantin Bandeira

Orientadora: Ana Paula Guedes Frazzon

Porto Alegre, 2018



ACAO DE ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES DE USO DOMESTICO
SOBRE Enterococcus spp. ISOLADOS DO ARROIO DILUVIO-RS

Natalia Costantin Bandeira

Orientadora: Ana Paula Guedes Frazzon

Banca examinadora:
Professora Dra. Sueli Van Der Sand
MSc. Tiela Trapp Grassotti

Trabalho de Conclusdo de Curso
de graduacdo apresentado a
Comissdo de Graduagédo do curso
de Ciéncias Biologicas na
Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, como requisito
parcial para obtencdo do grau de

Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Porto Alegre, dezembro de 2018



Artigo formatado conforme normas

editoriais da revista Brasileira de Biociéncias.

As figuras seguem com as legendas nas bases

das mesmas para melhor compreenséo.



Acdo de antissépticos e desinfetantes de uso doméstico sobre Enterococcus sp.

isolados do Arroio Dilavio-RS

Natalia Costantin Bandeiral*; Gisele Natchtigall'; Ana Paula Guedes Frazzon®.

Titulo resumido: Avaliagdo de antissépticos e desinfetantes sobre Enterococcus spp.

!Laboratério de Microbiologia Ambiental e de Alimentos, Departamento de

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Rua Sarmento Leite, n°® 500 — 2° andar, sala

222 C. CEP: 90.050-170. Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

*Contato do autor: nati.bandeira@gmail.com



RESUMO: (Acdo de antissépticos e desinfetantes de uso domestico sobre
Enterococcus sp. isolados do Arroio Dilavio-RS). O Arroio Diluvio, localizado em uma
importante avenida na area central de Porto Alegre, recebe diariamente lixo e esgoto
domeéstico de varios bairros da cidade, que sem o tratamento adequado poderéo ser fonte de
diferentes microrganismos, entre eles destacam-se 0s enterococos. Enterococos
apresentando resisténcia a uma ampla variedade de antimicrobianos j& foram isolados do
Arroio, entretanto, ndo se sabe a sua toleréncia a produtos desinfetantes e antissépticos.
Em razéo disso, este trabalho visou avaliar o perfil de tolerancia de cepas de Enterococcus
suscetiveis e resistentes a antibioticos isoladas de cinco pontos distintos do Arroio Diltvio
frente a diferentes desinfetantes e antissépticos de uso doméstico. Foram testados 15
produtos desinfetantes e seis produtos antissépticos. A eficiéncia dos 21 produtos
selecionados foi verificada através do método de difusdo em disco para cada um dos
isolados. Os produtos com atividade confirmada foram submetidos a concentragdo
inibitéria minima através do método de diluicdo em caldo. Vinte isolados, de pontos
distintos do Arroio DilGvio, apresentaram intolerdncia a 13 desinfetantes e a cinco
antissépticos, bem como tolerancia a dois desinfetantes e a um antisséptico. O periodo de
exposicdo mostrou-se um fator importante frente ao crescimento bacteriano, ja que o
tempo de permanéncia de um composto pode influenciar essa capacidade de crescimento
das bactérias. A maioria dos produtos mostraram-se eficientes quanto a atividade
antimicrobiana, no entanto, muitos tiveram a eficiéncia de sua atividade antimicrobiana
reduzida ja na primeira diluicdo, de 50%, e no tempo de exposicdo de 24 horas. Como
conclusdo, podemos observar que as cepas de enterococos, independente do ponto de
coleta e perfil de susceptibilidade aos antibidticos, apresentaram diferentes perfis de
tolerancia aos compostos quimicos testados.

Palavras-chave: Gram-positiva, antimicrobiana, composto ativo, toleréncia.



ABSTRACT: (Action of household antiseptics and disinfectants against
Enterococcus sp. isolated from Dillvio stream - RS). The Dilavio stream , located on
an important avenue in Porto Alegre’s central area, receive daily garbage and domestic
sewage, that without adequate treatment may be a source of microorganisms, among them
highlight the enterococci. Enterococci resistant to a wide range of antimicrobial have
already been isolated from stream, however, their tolerance to disinfectant and antiseptic
products is not known. Therefore, this study aimed to evaluate the tolerance profile of
Enterococcus strains resistant or susceptible to antibiotics isolated from five distinct
points of the Diluvio stream against different disinfectants and antiseptics of domestic
use. Fifteen disinfectants and six antiseptic products were tested. The efficiency of the 21
selected products was verified through the disc diffusion method for each of the isolates.
The products with confirmed activity submitted to determine the minimum inhibitory
concentration by the broth dilution method. Twenty isolates, from different points of the
Dilavio stream, presented intolerance to 13 disinfectants and five antiseptics, as well as
tolerance to two disinfectants and an antiseptic. The exposure period has been shown to
be an important factor against bacterial growth, since the permanence time of a compound
can influence this growth capacity of the bacteria. Most of the products were efficient in
antimicrobial activity, however, many products had the efficiency of their antimicrobial
activity reduced already in the first dilution, 50%, and in the exposure time of 24 hours.
As a conclusion, we can observe that enterococci strains, regardless of the point of
collection and profile of susceptibility to antibiotics, presented different profiles of
tolerance against the chemical compounds tested.

Key words: Gram-positive, antimicrobial, active compound, tolerance.



INTRODUCAO

O Arroio Diluvio é um importante corrego localizado na Cidade de Porto Alegre
- Rio Grande do Sul, percorrendo uma extensdo de 17.605 m. O arroio nasce na Lomba
do Pinheiro, Zona Leste da cidade, na Represa da Lomba do Sab&o, e desagua no Lago
Guaiba entre os parques Marinha do Brasil e Mauricio Sirotsky Sobrinho (Harmonia)
(Porto Alegre 2018). O arroio recebe anualmente 50 mil metros cubicos de terra e lixo
em suas aguas e ainda coleta aguas pluviais de mais de 36 bairros, representando uma
parcela significativa do sistema de drenagem da cidade (Young 2010). Além disso, o
arroio é comumente contaminado por esgoto sanitario, hospitalar e laboratorial, os quais,
se ndo tratados adequadamente, poderdo ser uma fonte de microrganismos
potencialmente patogénicos.

Entre os microrganismos isolados do Arroio Dilavio, destacam-se bactérias gram-
positivas como 0s enterococos e estafilococos (Nachtigall et al. 2013, Basso et al. 2013)
e gram-negativas (Oliveira et al. 2012). Os microrganismos do género Enterococcus
pertencem a familia Enterococcaceae, apresentam crescimento numa faixa de temperatura
de 10 °C a 45 °C, séo capazes de suportarem condigdes elevadas de sal, podendo se
desenvolver bem em meio contendo 6,5% de NaCl e sais biliares a 40% (Lebreton,
Williems & Gilmore 2014). Esta capacidade de tolerar diferentes condigdes, faz com que
bactérias do género Enterococcus tenham uma distribuicdo onipresente na natureza,
podendo ser encontrado no solo, na agua, nas plantas e nos produtos alimentares, como
probidticos ou cultura iniciadora (Araujo & Ferreira 2013, Mucinhato et al. 2015). Em
seres humanos e animais sdo considerados como componentes da microbiota intestinal,
atuando como patdgenos oportunistas em diferentes compartimentos extra intestinais do
corpo (Devriese, Baele & Butaye, 2006). Recentemente, as espécies Enterococcus

faecalis e Enterococcus faecium tem recebido consideravel atengdo na bacteriologia



clinica, devido a participacdo crescente nas infec¢cdes nosocomiais, incluindo bacteremia,
infeccbes intra-abdominais e do trato urinério (Devriese, Baele & Butaye 2006,
Chotinantakula, Chansiwa & Okadab 2017).

Outra caracteristica importante deste género é a sua resisténcia a uma ampla
variedade de antimicrobianos, devido a sua capacidade de adquirir genes de resisténcia
provenientes de outros microrganismos, como por exemplo, por meio de plasmideos ou
transposons, bem como a resisténcia intrinseca (Mundy, Sahm & Gilmore 2000, Perugini
et al. 2005). Cepas de enterococos resistentes a antibiéticos ja foram isolados de diversas
fontes (Campos et al. 2013, Horner et al. 2005, Riboldi et al. 2009), incluindo o Arroio
DilGvio (Nachtigall et al. 2013).

O controle de microrganismos além de ser realizado através da utilizacdo de
antibidticos também pode ser por meio do uso de compostos quimicos, como,
antissépticos e desinfetantes (Castelanos & Jouclas 1974, McDonnell & Russel 1999,
Novato et al. 2013). Algumas pesquisas demonstraram que isolados de Enterococcus spp.
podem apresentar tolerdncia a compostos ativos, como hipoclorito de sodio e
clorohexidina, bem como observaram a presenca de alguns genes capazes de conferir
resisténcia a alguns desinfetantes e antissépticos (Ljalg, Naaber & Mikelsaar 2002,
Negreiros et al. 2011). Nufiez & Moretton (2007) constataram a presenca de
microrganismos resistentes a iodo, como Staphylococcus epidermidis, Bacillus spp. e
Pseudomonas alcaligenes, e relataram que em um ambiente com restricdo de nutrientes
a resisténcia a alguns compostos, como, o iodo teve um aumento, da mesma forma como
acontece com o sistema aquatico oligotrofico encontrado em aguas residuais hospitalares.

A resisténcia de isolados de Enterococcus spp. aos antibioticos € amplamente
estudada, no entanto ndo existem muitos estudos referentes a tolerancia destes

microrganismos a produtos desinfetantes e antissépticos. A falta de estudo sobre a



tolerancia de microrganismos isolados de aguas residuais a desinfetantes e antissépticos
de uso doméstico justifica o presente estudo, principalmente pela importancia
socioambiental do Arroio Dillvio e de salde publica para a populacéo da cidade de Porto

Alegre.

MATERIAL E METODOS
Selecdo dos desinfetantes e antissépticos

Os desinfetantes e antissépticos foram selecionados conforme seu principio ativo
e a sua disponibilidade em supermercados publicos da Grande Porto Alegre. Quando mais
de uma marca era composta pelo mesmo principio ativo, trés marcas diferentes foram
escolhidas conforme o baixo, intermediario e alto custo de mercado, & fim de realizar uma
comparacdo entre a eficicias dos produtos. Ao total foram selecionados 15 produtos
desinfetantes e seis produtos antissépticos, conforme listados na Tabela 1.

Os desinfetantes foram denominados de A G em relagdo aos seus compostos
ativos, sendo A: quaternario de amonio 0,46%; B: nonil fenol etoxilado 9,5 mols de 6xido
de eteno; C1, C2, C3 e C4: hipoclorito de sédio; D1 e D2: cloreto de benzalconio; E1,
E2 e E3: linear alquilbenzeno sulfonato de sddio; F: lauramina dxida, lauril éter sulfato
de sédio; G1, G2 e G3: cloreto de benzil alquil dimetil aménio.

Os antissepticos foram denominados de H a M em relagdo aos seus compostos
ativos, sendo H: fluorido de sodio; I: 0,053% cloreto de cetilpiridinio monoidratado; J:
fluoreto de sdédio 0,05%; cloreto de cetilpiridinio 0,075%; K: timol; eucaliptol; salicilato
de metila; mentol; L: gluconato de clorhexidina a 0,12%; M: digliconato de clorexidina

1% dissolvido em alcool.



Repique de isolados bacterianos

Foram testados um total de 28 Enterococcus spp. isolados do Arroio Diltvio entre
Janeiro e Dezembro de 2009, as quais fazem parte de uma bacterioteca estocada por
Nachtigall et al. (2013). Estas bactérias ja haviam sido identificadas tanto em espécie
quanto seu perfil de suscetibilidade antimicrobiana, e foram mantidas a -80°C em glicerol.
Os 28 isolados de Enterococcus spp. selecionados da bacterioteca haviam sido
previamente identificados por meio de provas bioquimicas como E. faecalis (n=8), E.
casseliflavus (n=6), E. faecium (n=8), E. hirae (n=4), E. gallinarum (n=2). Ainda, estas
bactérias foram coletadas em cinco diferentes pontos do Arroio Diltvio; Ponto 1:
nascente do arroio, na represa da Lomba do Sabdo; Ponto 2: esquina das Avenidas
Ipiranga com Antonio de Carvalho; Ponto 3: esquina da Avenida Ipiranga com a Rua
Guilherme Alves; Ponto 4: esquina da Avenida Ipiranga com a Rua Ramiro Barcelos;
Ponto 5: esquina das Avenidas Ipiranga com Borges de Medeiros (Figura 1).

A técnica de repicagem foi utilizada para verificar a viabilidade das bactérias,
confirmar caracteristicas microscépicas e morfotintoriais, bem como obter uma maior
quantidade destas células. As bactérias foram inoculadas por método de esgotamento em
placas de Petri contendo meio agar BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas em uma estufa
a 37°C durante 24 horas para seu correto crescimento.

A fim de confirmar as identificacdes, o método diagndstico MALDI-TOF (Matrix
Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight) foi empregado, o qual utiliza a
espectometria de massas para identificacdo de proteinas dos microrganismos por tempo
de voo. Para essa anélise, cada isolado foi repicado em meio agar BHI e foram incubados
a 37 °C durante 24 horas. A partir desse crescimento, algumas col6nias foram adicionadas

a 300 uL de agua mili-Q estéril, e em seguida adicionados 900 uL de etanol absoluto. Ao



final a solucdo foi homogeneizada em equipamento vortex e as amostras foram
armazenadas a 4 °C durante, no maximo, sete dias (Sauget et al. 2017).

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi novamente verificado pelo método
de difusdo em disco conforme padronizado pelo CLSI - Clinical and Laboratory
Standards Institute 2016, utilizando os mesmos antimicrobianos no qual as bactérias
demonstraram resisténcia no trabalho de Nachtigall et al. (2013) (eritromicina,

ciprofloxacino, cloranfenicol, norfloxacino, nitrofurantoina e tetraciclina) (Tabela 2).

Teste de sensibilidade aos desinfetantes e antissépticos

A eficiéncia dos 21 produtos selecionados foi verificada através do método de
difusdo em disco conforme CLSI 2016 para cada um dos 28 isolados bacterianos. O
método consistiu na aplicagdo de 20 pL da solugdo desinfetante ou antisséptica na sua
concentracdo pura em discos de papel filtro estéreis. Estes discos foram dispostos em
placas de Petri contendo meio de cultura Agar Miller-Hinton, o qual ja estava
previamente inoculado com o isolado em questdo na concentracdo conforme escala de 0,5
McFarland, equivalente a 1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias (UFC) por mL. As
medi¢des do tamanho do didmetro do halo foram realizadas em milimetro (mm) e o perfil
de susceptibilidade foi determinado através da comparacdo com dados de formacao de
halo inibitério frente a Gleos essenciais, conforme trabalho de Negreiros et al. (2016).
Como alguns desinfetantes com 0 mesmo principio ativo apresentaram pouca ou
nenhuma diferenga no perfil de sensibilidade frente aos isolados, foram escolhidos

desinfetantes nos quais os isolados apresentaram perfis diferentes de sensibilidade.



Determinagéo da concentragéo inibitéria minima de cada antisséptico e desinfetante

Para todos os desinfetantes e antissépticos que apresentaram atividade inibitdria
sobre os enterococos foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) conforme
realizado por Mazzola et al. 2009. Os ensaios foram realizados empregando o método de
diluicdo em caldo, a partir do crescimento bacteriano em placa, a escala 0,5 de McFarland
(1,5 x 108 UFC/mL) foi ajustada para cada isolado.

Para os desinfetantes (A, C3, C4, E1, E2, E3, F, G2 e G3) e antissépticos (I, J, K,
L e M) os ensaios foram realizados em microplacas de Poliestireno de 96 pogos com
fundo em U. Em cada poco foi adicionado 10 pL de suspensao bacteriana, 95 pL de meio
TSB (Tryptic Soy Broth) em caldo e 95 pL de desinfetante ou antisséptico, partindo do
produto concentrado fazendo dilui¢des seriadas, nas concentragdes de 50%, 25%, 12,5%,
6,25%, 3,125% até 1,563%. Cada desinfetante ou antisséptico foi avaliado em
microplacas diferentes e o processo foi realizado em duplicata. Na concentracéo de 100%
de cada produto ndo foi adicionado o meio de cultura (controle positivo), bem como foi
realizado o controle do crescimento bacteriano, o qual continha 190 uL TSB e 10 pL de
suspensdo bacteriana do isolado.

A CIM para os desinfetantes, B e D2 foram determinadas por macrodilui¢ées em
tubos. Para o desinfetante B, foi realizado desta forma pois um nimero menor de isolados
(cinco) foram intolerantes ao seu principio ativo. Para este ensaio 1 mL de meio TSB
foram adicionados nos tubos, 0,1 mL da suspensdo bacteriana e 1 mL do desinfetante.
Foram realizadas dilui¢cBes seriadas partindo do produto concentrado (100%) até a
diluicdo de 1,563%. J& para o desinfetante D2 foi realizado o teste somente na
concentracdo de 50% do produto porque no teste de difuséo em disco verificou-se que o
desinfetante D1 possui 0 mesmo composto ativo, mas metade da concentracdo do

desinfetante D2 e foi pouco eficiente, assim o ensaio foi realizado para verificar se mesmo



diluindo o D2 ainda teria a mesma atividade. Para ambos desinfetantes, controles
positivos e negativos foram analisados. Tanto as microplacas quanto os tubos foram
incubados em estufa a 37°C, onde as leituras foram realizadas nos periodos de 24 e 48
horas.

A CIM de cada desinfetante ou antisséptico foi determinada pela analise visual de

presencga ou auséncia do crescimento bacteriano em cada pogo ou tubo.

RESULTADOS
Confirmacgéo dos isolados bacterianos selecionados

A identificacdo das espécies de enterococos realizada em 2009 e os dados
encontrados pelo método do MALDI-TOF podem ser observados na Tabela 2. Dos 28
enterococos selecionados da bacterioteca e identificados previamente por provas
bioguimicas por Nachtigall et al. (2013), nove isolados apresentaram perfil fenotipico
diferente dos observados anteriormente e foram reclassificados como: isolado 3 como E.
mundltii, isolado 4 como Enterococcus spp., isolado 7 como E. faecalis, isolado 12 como
E. faecalis, isolado 14 como E. faecium, isolado 19 como E. hirae, isolado 21 como E.
faecium, isolado 24 como E. mundtii e isolado 26 como E. faecium.

Quanto ao perfil de susceptibilidade antimicrobiana (Tabela 2), pode ser
observado que houve alteragdes no perfil de susceptibilidade dos isolados, onde foram
encontrados 16 isolados (57,14%) apresentando resisténcia a pelo menos um dos
antibioticos analisados e 12 isolados (42,86%) que ndo apresentaram resisténcia a
nenhum dos antibioticos testados, em comparacdo a 2009, onde 14 isolados (50%)
apresentavam resisténcia a pelo menos um dos antibidticos e 14 isolados (50%) eram
susceptiveis. Dos 28 isolados, 20 (71,43%) apresentaram alteracdo no perfil de

susceptibilidade antimicrobiana. Cinco isolados (17,9%) néo apresentavam resisténcia a



nenhum dos antibioticos, porém, ao repetir o teste de difusdo em disco, passaram a
apresentar resisténcia a eritromicina. Da mesma forma, um isolado (3,6%) passou

apresentar resisténcia aos antibioticos eritromicina, ciprofloxacino e norfloxacino.

Susceptibilidade dos isolados frente aos desinfetantes e antissépticos em relacdo a
espécie e ponto de isolamento

A acgdo dos desinfetantes e antissépticos sobre os 28 isolados testados em relacéo
aos pontos de coleta pode ser observada nas Figuras 2 e 3, respectivamente. Dos oito E.
faecalis selecionados, os isolados 1, 8 e 15 do ponto 1, os isolados 5, 7, 12, 20 do ponto
3 eoisolado 13 do ponto 4, apresentaram intolerancia aos desinfetantes A, C1, C2, C3 e
C4,D2,E1,E2,E3, F,G1, G2, G3, e aos antissépticos I, J, K, L e M. Todos os E. faecalis
testados dos pontos 1, 3 e 4 foram tolerantes aos desinfetantes D1 e B (com excecédo do
isolado 20 do ponto 3, que foi intolerante ao desinfetante B) e ao antisséptico H.

Entre os desinfetantes testados para as seis cepas de E. casseliflavus selecionados,
observou-se que todos os isolados dos pontos 1 e 2 foram intolerantes aos desinfetantes
A Cl1,C2,C3eC4,D2 EL E2,E3, F, G1, G2, G3, e ao antisseptico H. No entanto, 0s
isolados 2, 9, 17, 18 e 22 do ponto 1 e o isolado 10 do ponto 2 apresentaram tolerancia
aos desinfetantes B e D1 (exceto o isolado 2 do ponto 1, que foi intolerante ao desinfetante
D1) e aos antissépticos I, J, K,L, M (com excecdo do isolado 22 do ponto 1 que foi
intolerante a todos).

Os isolados 3 e 24 de E. mundtii do ponto 2, apresentaram tolerancia ao
desinfetante B e ao antisseptico H. Ainda, todos os isolados testados apresentaram
intolerancia aos desinfetantes A, C1, C2, C3, C4, D2, E1, E2, E3, F, G1, G2 e G3, e aos
antissépticos I, J, K, L e M. O desinfetante D1 se mostrou eficiente contra o isolado 3,

porém o isolado 24 apresentou tolerancia a este composto.



Dos sete E. faecium, o isolado 23 do ponto 1, os isolados 11, 16 e 21 do ponto
2, 0s isolados 25 e 26 do ponto 4 e o isolado 14 do ponto 5 apresentaram tolerancia ao
desinfetante B (com excecdo do isolado 21 do ponto 3) e D1 (com excegéo do isolado 14
do ponto 5) e ao antisséptico H. Todos os E. faecium testados dos pontos 1, 2, 4 e 5 foram
intolerantes aos desinfetantes A, C1, C2, C3, C4, D2, E1, E2, E3, F, G1, G2 e G3, e aos
antissépticos 1, J, K, L e M.

Entre os desinfetantes testados para as trés cepas de E. hirae, o isolado 19 do ponto
3, 0 isolado 6 do ponto 4 e o isolado 28 do ponto 5 apresentaram tolerancia ao desinfetante
B (com excecdo do isolado 28 do ponto 5) e D1 e ao antisséptico H. Ainda, todos isolados
da espécie dos pontos 3, 4 e 5 apresentaram intolerancia aos desinfetantes A, C1, C2, C3,
C4,D2,E1,E2, E3, F, G1, G2 e G3, e aos antissépticos I, J, K, L e M.

O isolado Enterococcus spp. (4) do ponto 3 e o isolado E. gallinarum (27) do
ponto 4 apresentaram tolerancia ao antisséptico H e intolerancia aos desinfetantes A, C1,
C2,C3,C4, D2, EL, E2, E3, F, G1, G2 e G3, e aos antissépticos I, J, K, L e M. Quanto
ao desinfetante D1, o isolado 4 foi intolerante e o isolado 27 foi tolerante.

Como pode ser observado uma elevada frequéncia de isolados (71,43%; n=20),
mesmo que amostrados em pontos distintos do Arroio DilGvio, apresentaram intolerancia
aos desinfetantes A, C1, C2, C3, C4, D2, E1, E2, E3, F, G1, G2 e G3, e aos antissépticos
I, J, K, L e M, bem como tolerancia aos desinfetantes B e D1 e ao antisséptico H. Ainda,
ndo houve uma associagdo com o perfil de tolerancia/intoleréncias aos desinfetantes e/ou

antissépticos com o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados testados.



CIM dos antissépticos e desinfetantes sobre as cepas de enterococos isolados do Arroio
Dilavio

Os valores encontrados para a CIM dos 28 isolados quando expostos aos
desinfetantes e antissépticos nos tempos 24 e 48 horas variaram de 50% a 1,563% e
encontram-se nas Figuras 4 e 5, respectivamente. Em 24 e 48 horas de exposi¢do ao
desinfetante A, apenas o isolado 21 apresentou CIM de 3,125%, todos os outros isolados,
apresentaram intolerancia a menor concentracao testada de 1,563% do produto.

O desinfetante B foi testado frente aos 5 isolados que apresentavam tolerancia
(isolados 20, 21, 26, 28 e 27) e em 24 horas 80% dos isolados apresentaram CIM de 50%,
e um isolado (20%) CIM de 25%. Entretanto, em 48 horas de exposi¢édo ao desinfetante
todos os isolados apresentaram CIM de 50%.

Em relacdo ao desinfetante C3, em 24 horas de exposicao, 19 isolados (67,9%)
apresentaram CIM de 50%, sendo eles seis E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), sete E.
faecium (dos pontos 2, 3, 4 e 5), dois E. casseliflavus (do ponto 1), dois E. mundtii (do
ponto 2), um E. hirae (do ponto 3) e um E. gallinarum (do ponto 5). J& dois isolados
(7,14%) apresentaram CIM de 25% (os isolados 28 e 10dos pontos 5 e 2,
respectivamente). Os isolados 5 e 7 de E. faecalis (do ponto 3) e o isolado 9 de E.
casseliflavus (do ponto 1) (10,71%) apresentaram CIM de 6,25%. Trés isolados (10,71%),
os isolados 17 e 18 de E. casseliflavus (do ponto 1) e o isolado 19 de E. hirae (do ponto
3) apresentaram CIM de 3,125%. Somente um isolado (3,57%) (isolados 4 de
Enterococcus spp. do ponto 3) apresentou CIM a menor concentragéo testada (1,563%).

Quando observada a microplaca ap6s 48 horas de exposicao ao desinfetante C3,
houve um aumento no numero de isolados (n=25; 89.29%) apresentando CIM de 50%.
Os isolados 1, 2, 3, 6, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 ndo

alteraram o seu CIM ap0s as 48 horas de exposicao ao desinfetante C3.



Em 24 horas de exposicdo ao desinfetante C4 oito isolados (28,57%) foram
intolerantes a menor concentracao testada 1,563%, sendo eles trés E. faecalis (dos pontos
1 e 3), trés E. casseliflavus (do ponto 1), um E. hirae (do ponto 3) e um Enterococcus
spp. (do ponto 4). Os demais isolados (71,43%; n=20) apresentaram CIM de 50%, sendo
eles cinco E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), sete E. faecium (dos pontos 2, 3, 4 e 5), trés
E. casseliflavus (dos pontos 1 e 2), dois E. mundtii (do ponto 2), dois E. hirae (dos pontos
4 e 5) e um E. gallinarum (do ponto 5). No entanto, em 48 horas de exposi¢do ao
desinfetante C4, houve uma redu¢do no nimero de isolados (10,71%; n=3); intolerantes
a concentragdo de 1,563% e aumento no numero de isolados (89,29%; n=25;)
apresentando CIM de 50%.

O desinfetante D2, em 24 horas de exposicao, apresentou dois isolados (7,14%)
com CIM de 50%, sendo eles Enterococcus spp. (do ponto 3) e E. faecalis (do ponto 3) e
os demais isolados (92,86%) apresentaram-se intolerantes a menor concentragéo testada
de 1,563%, sendo eles sete E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), sete E. faecium (dos pontos
2, 3, 4 e5), seis E. casseliflavus (dos pontos 1 e 2), dois E. mundtii (do ponto 2), trés E.
hirae (dos pontos 3, 4 e 5) e um E. gallinarum (do ponto 5). Entretanto, em 48 horas de
exposi¢do ao desinfetante D2, houve um aumento no nimero de isolados (96,43%; n=27);
intolerantes a menor concentracdo testada de 1,563%. O isolado 4 foi o Gnico que alterou
0 seu CIM para 1,563% apds as 48 horas de exposi¢do ao desinfetante D2.

Dos 28 isolados testados em 24 horas de exposicao ao desinfetante E1, 21 isolados
(75%) apresentaram CIM de 50%, sendo eles seis E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), sete
E. faecium (dos pontos 2, 3, 4 e 5), trés E. casseliflavus (dos pontos 1 e 2), dois E. mundtii
(do ponto 2), dois E. hirae (dos pontos 4 e 5) e um E. gallinarum (do ponto 5) e os demais
(25%) apresentaram-se intolerantes a menor concentragéo testada de 1,563%, sendo eles

dois E. faecalis (do ponto 3), trés E. casseliflavus (do ponto 1), um Enterococcus spp. (do



ponto 3) e um E. hirae (do ponto 3). No entanto, na exposi¢do de 48 horas todos os
isolados (n=28; 100%) passaram a apresentar CIM de 50%.

Em relacdo ao desinfetante E2, em 24 horas de exposicao, 25 isolados (89,29%)
apresentaram-se intolerantes a menor concentracéo testada de 1,563%, sendo eles seis E.
faecalis (dos pontos 1 e 3), seis E. faecium (dos pontos 2, 3, 4 e 5), seis E. casseliflavus
(dos pontos 1 e 2), dois E. mundtii (do ponto 2), trés E. hirae (dos pontos 3, 4 e 5), um E.
gallinarum (do ponto 5) e um Enterococcus spp. (do ponto 3) e os demais (10,71%)
apresentaram CIM de 6,25%, sendo eles dois E. faecalis (dos pontos 3 e 4) e um E.
faecium (do ponto 4). Entretanto, quando expostos 48 horas ao desinfetante E2 12
isolados (42,86%) apresentaram CIM de 50%, trés isolados (10,71%) CIM de 25%, trés
isolados (10,71%) CIM de 6,25%, um isolado (3,57%) CIM de 3,125% e nove isolados
(32,14%) apresentaram-se intolerantes a menor concentragéo testada de 1,563%.

O desinfetante E3, em 24 horas de exposicdo, apresentou 16 isolados (57,14%)
com CIM de 50%, sendo eles seis E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), trés E. casseliflavus
(dos pontos 1 e 2), um E. mundtii (do ponto 2), cinco E. faecium (dos pontos 2, 3, 4 e 5)
e um E. hirae (do ponto 5), quatro isolados (14,29%) apresentaram CIM de 25%, sendo
eles um E. hirae (do ponto 4), dois E. faecium (dos pontos 3 e 4) e um E. mundtii (do
ponto 2) e apresentou oito isolados (28,57%) intolerantes a menor concentragdo testada
de 1,563%, sendo eles um Enterococcus spp. (do ponto 3), dois E. faecalis (do ponto 3),
trés E. casseliflavus (do ponto 1), um E. hirae (do ponto 3) um E. gallinarum (do ponto
5). Todavia, em 48 horas de exposi¢do ao desinfetante E3 todos os isolados (n=28; 100%)
apresentaram CIM de 50%.

Em 24 horas de exposicao ao desinfetante F, 14 isolados (50%) apresentaram CIM
de 50%, sendo eles quatro E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), um E. casseliflavus (do ponto

1), um E. mundtii (do ponto 2), seis E. faecium (dos pontos 2, 3, 4 e 5) e dois E. hirae



(dos pontos 4 e 5), um isolado (3,57%) de E. faecalis (do ponto 3) apresentou CIM de
25%, um isolado (3,57%) de E. munditii (do ponto 2) apresentou CIM de 12,5%, um
isolado (3,57%) de E. casseliflavus (do ponto 1) apresentou CIM de 3,125% e 11 isolados
(39,29%) apresentaram-se intolerantes a menor concentracdo testada de 1,563%, sendo
eles um Enterococcus spp. (do ponto 3), trés E. faecalis (dos pontos 1 e 3), quatro E.
casseliflavus (dos pontos 1 e 2), um E. faecium (do ponto 3), um E. hirae (do ponto 3) e
um E. gallinarum (do ponto 5). Entretanto, em 48 horas de exposi¢édo ao desinfetante F,
21 isolados (75%) foram resistentes ao composto ativo, um isolado (3,57%) CIM de 25%,
um isolado (3,57%) CIM de 6,25%, um isolado (3,57%) CIM de 3,125% e trés isolados
(10,71%) apresentaram-se intolerantes a menor concentragéo testada de 1,563%.

As cepas 11, 16, 25 e 26 de E. faecium em 24 horas de exposi¢do ao desinfetante
G2 apresentaram valores de CIM que variam de 50% a 6,25%. Ainda, de todos isolados
testados 23 isolados (82,14%) apresentaram-se intolerantes a menor concentracéao testada
de 1,563%, sendo eles oito E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), dois E. faecium (dos pontos
3 eb), seis E. casseliflavus (dos pontos 1 e 2), dois E. mundtii (do ponto 2), trés E. hirae
(dos pontos 3, 4 e 5), um E. gallinarum (do ponto 5) e um Enterococcus spp. (do ponto
3). No entanto, na exposicdo de 48 horas ao desinfetante quatro isolados (14,29%)
apresentaram CIM de 50%, dois isolados (7,14%) CIM de 25%, um isolado (3,57%) CIM
de 6,25%, um isolado (3,57%) CIM de 3,125% e 20 isolados (71,43%) apresentaram-se
intolerantes a menor concentracéo testada de 1,563%.

Em relacdo ao desinfetante G3, em 24 horas de exposic¢éo, seis isolados (21,43%)
apresentaram CIM de 50%, sendo eles um E. faecalis (do ponto 3) e cinco E. faecium
(dos pontos 2, 3, 4 e 5), um isolado (3,57%) de E. hirae (do ponto 4) apresentou CIM de
25% e 21 isolados (75%) apresentaram-se intolerantes a menor concentragéo testada de

1,563%, sendo eles sete E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), dois E. faecium (dos pontos 3 e



4), seis E. casseliflavus (dos pontos 1 e 2), dois E. mundtii (do ponto 2), dois E. hirae (dos
pontos 3 e 5), um E. gallinarum (do ponto 5) e um Enterococcus spp. (do ponto 3).
Entretanto, em 48 horas de tempo de exposic¢éo houve um aumento no nimero de isolados
(n=11; 39,29%) apresentando CIM de 50%, ainda houve redugdo no nimero de isolados
apresentando a menor concentragdo de 1,563% (n=16; 57,14%) e um isolado (3,57%)
apresentou CIM de 25%.

O antisséptico | em 24 horas de exposi¢do apresentou 15 isolados (53,57%) com
CIM de 50%, sendo eles quatro E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), um E. mundtii (do ponto
2), dois E. hirae (dos pontos 4 e 5), sete E. faecium (dos pontos 2, 3 e 4) e um E.
gallinarum (do ponto 5) e apresentou 13 isolados (46,43%) intolerantes a menor
concentragéo testada de 1,563%, sendo eles seis E. casseliflavus (dos pontos 1 e 2), um
Enterococcus spp. (do ponto 3), quatro E. faecalis (dos pontos 1 e 3), um E. hirae (do
ponto 3) e um E. mundtii (do ponto 2). Todavia, na exposicao ao desinfetante em 48 horas
0 nimero de isolados com CIM de 50% passou a ser 17 (60,71%) e o nimero de isolados
intolerantes a menor concentracéo testada passou a ser de 11 (39,29%).

Em 24 horas de exposi¢do ao antisséptico J, 11 isolados (39,29%) apresentaram
CIM de 50%, sendo eles um E. mundtii (do ponto 2), trés E. faecalis (dos pontos 1, 3 e
4), seis E. faecium (dos pontos 2, 3 e 4) e um E. gallinarum (do ponto 5), um isolado
(3,57%) de E. faecalis (do ponto 1) apresentou CIM de 25%, um isolado (3,57%) de E.
faecium (do ponto 5) apresentou CIM de 12,5% e 15 isolados (53,57%) apresentaram-se
intolerantes a menor concentracao testada de 1,563%, sendo eles seis E. casseliflavus (dos
pontos 1 e 2), um Enterococcus spp. (do ponto 3), quatro E. faecalis (dos pontos 1 e 3),
trés E. hirae (dos pontos 3, 4 e 5) e um E. mundtii (do ponto 2). Entretanto, no tempo de

exposicao ao desinfetante de 48 horas, 16 isolados (57,14%) apresentaram CIM de 50%,



um isolado (3,57%) CIM de 25%, um isolado (3,57%) CIM de 12,5% e dez isolados
(35,71%) apresentaram-se intolerantes a menor concentracao testada de 1,563%.

Em relagdo ao antisséptico K, em 24 horas de exposic¢do, 26 isolados (92,86%)
apresentaram CIM de 50%, sendo eles cinco E. casseliflavus (dos pontos 1 e 2), um
Enterococcus spp. (do ponto 3), sete E. faecalis (dos pontos 1, 3 e 4), trés E. hirae (dos
pontos 3, 4 e 5), sete E. faecium (dos pontos 2, 3, 4 e 5), dois E. mundtii (do ponto 2) e
um E. gallinarum (do ponto 5), um isolado (3,57%) de E. casseliflavus (do ponto 1)
apresentou CIM de 3,125% e um isolado (3,57%) de E. faecalis (do ponto 3) apresentou-
se intolerante a menor concentracgéo testada de 1,563%. No entanto, em 48 horas de tempo
de exposicdo houve um aumento no nimero de isolados (n=27; 96,43%) apresentando
CIM de 50% e um isolado (3,57%) apresentou CIM de 3,125%.

A CIM do antisseptico L, em 24 horas de exposicdo variou de 50% a 1,563%%,
onde 15 isolados (53,57%) apresentaram CIM de 50% (quatro E. faecalis, um E.
casseliflavus, dois E. mundtii, sete E. faecium e um E. gallinarum), dois isolados (7,14%)
com CIM de 25% ( E. faecalis do ponto 4 e E. hirae do ponto 5, dois isolados (7,14%)
com CIM de 12,5% (E. faecalis do ponto 1 e E. hirae do ponto 4) e nove isolados
(32,14%) apresentaram-se intolerantes a menor concentracdo testada de 1,563%, sendo
eles um Enterococcus spp. (do ponto 3), dois E. faecalis (do ponto 3), cinco E.
casseliflavus (dos pontos 1 e 2) e um E. hirae (do ponto 3). Entretanto, em 48 horas de
tempo de exposicdo ao antisséptico, houve um aumento no nimero de isolados (n=24;
85,71%) apresentando CIM de 50%, um isolado (3,57%) apresentou CIM de 25% e trés
isolados (10,71%) apresentaram-se intolerantes a menor concentracao testada de 1,563%.

Né&o foi possivel determinar a CIM dos 28 enterococos frente ao antisséptico M
em 24 e 48 horas de exposicao, pois o produto testado quando em contato com o caldo

TSB, formava um precipitado que inviabilizava a observagéo do crescimento bacteriano.



Como observado além da composicéo diferente dos produtos e as caracteristicas
das diferentes espécies o tempo de exposi¢do também é um fator importante para se ter
ou ndo o crescimento bacteriano, pois o efeito residual de um certo composto que ficara
mais tempo no ambiente pode fazer com que aumente ou diminua essa capacidade de

crescimento das bactérias.

DISCUSSAO

Diferencas na identificagdo de algumas espécies no presente estudo foram
observadas ap6s o emprego da técnica de MALDI-TOF. Conforme Wieser et al. (2011),
0 MALDI-TOF exibe as deficiéncias dos testes bioguimicos, pois estes testes
convencionais apresentam grande vulnerabilidade ao ganho e perca de fungdo nas vias
metabdlicas das bactérias, e, desta forma, podem apresentar uma classificagcdo errénea
dos isolados. Além disso, 0 MALDI-TOF nédo depende das reacdes metabdlicas para fazer
a classificacdo dos microrganismos, realizando a analise dos pesos das proteinas
bacterianas. Esse método é capaz de identificar com alta precisdo ndo sé o género como
também a espécie, sem a obrigatoriedade de uma prévia diferenciacdo morfoldgica e/ou
microscopica. Outra vantagem € que o banco de dados do MALDI-TOF pode ser utilizado
tanto para bactérias gram-positivas e gram-negativas, quanto para leveduras, com curto
prazo de processamento e identificacdo, o que se diferencia na totalidade das aplicacfes
das provas bioquimicas.

A mudanca no perfil de susceptibilidade antimicrobiana nos isolados que haviam
apresentado resisténcia e foram reclassificados como sensiveis pode ser justificada devido
a perda dos plasmideos que conferiam esta resisténcia através da auséncia da presséo
seletiva que era gerada na presenca do antibiotico (Allen et al. 2017, Andersson & Hughes

2010). Ja, os isolados que eram sensiveis e foram reclassificados apresentando resisténcia,



pode ser justificada devido a técnica utilizada de difusdo em disco, a qual faz a medigéo
dos halos em milimetros de forma que os valores podem alterar conforme a visdo da
pessoa que estd medindo (Ostrosky et al. 2008).

Acredita-se que todos os isolados foram intolerantes ao desinfetante A porque esta
substancia possui como composto ativo o quaternario de amonio. Este, possui um
mecanismo de acdo que age aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica
dos microrganismos, permitindo a hidratagdo das células e seu colapso com perda de
nitrogénio e potéssio, também ocorre a inativagdo do sistema enzimatico bacteriano
(Pinto 2006), o que o torna um desinfetante com grande atividade antimicrobiana. A
atividade deste composto ja foi testada para bactérias gram-negativas e gram-postivas e
se mostrou eficiente (Jung, Wen & Sun 2018).

Os desinfetantes D (D1 e D2), E1 e G (G1, G2 e G3) que possuem,
respectivamente, como composto ativo cloreto de benzalconio, cloreto de benzil alquil
dimetil aménio/ cloreto de didecil dimetilamdnio, linear alquilbenzeno sulfonato de sddio
e amonio, sdo considerados compostos de quaternario de aménio (Carvalho et al. 2017).
No entanto, o produto desinfetante D1 apresentou isolados tolerantes ao seu composto
ativo. Isto pode ter acontecido devido a concentracdo menor do composto ativo neste
produto comparado ao desinfetante D2 e também por ser da primeira geracdo de
quaternario de amonio, pois quanto maior a geracdo do quaternario melhor é a sua acdo
antimicrobiana. O composto de cloreto de benzalconio havia sido eficiente em outro
estudo utilizando Escherichia coli (Carvalho et al. 2017). Ainda, estes compostos ja
haviam demonstrado eficiéncia para outras bactérias (Sousa-Silva et al. 2018, Pablos et
al. 2018, Rios-Castillo et. al. 2018).

O desinfetante B apresentou isolados que foram tolerantes a seu composto ativo,

o qual é de nonil fenol etoxilado 9.5 mols de o0xido de eteno, um surfactante tensoativo



ndo-idnico, ou seja, € um detergente que modifica a tensdo superficial do liquido no qual
esta dissolvido e desta forma facilita a interacdo com outras substancias (Santos et al.
2018). A tolerancia a este composto pode estar associada a concentracdo deste surfactante
0 qual ndo foi suficiente para inibir a atividade bacteriana sendo, portanto, um
desinfetante de baixa efetividade. Ndo foram encontrados dados do uso deste composto
para inviabilizar o crescimento bacteriano.

Os desinfetantes C (C1, C2, C3 e C4), que possuem como composto ativo o
hipoclorito de sddio, tiveram todos os isolados testados intolerantes a ele. Este, na
presenca de microrganismos permite que ocorram diversas reagdes que conduzem ao
efeito antimicrobiano, como, reacdo de saponificacdo, neutralizacdo de aminoécidos e
reacdo de cloramina (Valadas 2015), dessa forma s&o considerados desinfetantes com
grande atividade antimicrobiana. Este composto ja havia demonstrado sua eficiéncia em
outros estudos (Sassone et al. 2008, Gomes et al. 2010, Ibrahim & Abdullah 2008).

Os produtos E1, E2 e E3 tem em comum na sua composi¢do 0 composto ativo
linear alquilbenzeno sulfonato de sédio, o qual é um tensoativo aniénico que contém uma
porcdo hidrofébica (apolar) e uma porcdo hidrofilica (polar) sendo, portanto, uma
substancia surfactante, ou seja, promove a limpeza das superficies através da interacdo
tanto com a gordura quanto com a dgua (Mendes 2016). O que difere estes produtos € o
outro composto ativo presente na formulacdo, sendo aménia para o composto E1 (ja
referido), peroxido de hidrogénio para o composto E2 e lauril éter sulfato de sédio para o
composto E3. O perdxido de hidrogénio age atacando a membrana lipidica, o DNA e
outros componentes das células devido os radicais livres que ele produz (Mattos et al.
2002); a enzima catalase decompdem este composto em agua e oxigénio e, portanto, retira
a toxicidade do composto. No entanto, as bactérias catalase negativas (como o0s

enterococos) ndo possuem essa enzima, sendo entdo atacadas pelos radicais livres



produzidos e levadas a morte. Desta forma, todos os isolados foram intolerantes ao
desinfetante E2 tornando-o de grande atividade antimicrobiana. Este composto j& havia
demonstrado o seu potencial antimicrobiano em outro estudo (Peres et al. 2008). O lauril
éter sulfato de sddio é um tensoativo anibnico usado em detergentes sintéticos e no
preparo de sabonetes liquidos; muitos surfactantes tornam-se toxicos aos microrganismos
ligando-se a enzimas, proteinas estruturais e fosfolipidios ou até alterando a
hidrofobicidade da célula bacteriana ao apresentar uma concentragdo acima do valor
minimo de tensdo superficial (Paulo et al. 2017). Assim, foi possivel que o desinfetante
E3 apresentasse uma alta atividade antimicrobiana. Estudos sobre este composto atuando
como desinfetante e sua atividade contra bactérias ndo foram encontrados.

Outro desinfetante que apresenta em sua composic¢do o lauril éter sulfato de sddio
é o produto F, todavia também apresenta em sua formulacdo o composto ativo de
lauramina dxida. Este, é um tensoativo principal ou secundario que melhora a acdo de
detergéncia quando em sinergia com outros tensoativos (Aromox 2018). Acredita-se que
a efetiva atividade antimicrobiana do desinfetante F ocorreu conforme ja referido para os
surfactantes. N&o foram encontrados outros estudos que demonstrem a atividade
antimicrobiana deste composto.

No presente estudo todos os isolados foram tolerantes ao antisséptico H. Isso pode
ter ocorrido devido ao composto ativo de fluorido de sodio (contém 217 ppm de ion de
fldor; nitrato de potéassio 3%). Uma das hipoteses é que apesar das enzimas glicoliticas
serem inibidas pelo ion de fltor, o qual entra no interior das bactérias e dissocia-se
causando a inibicdo da enolase (Zanin et al. 2007). Por se tratar de um enxaguatorio bucal
sua ac¢do so e ativa quando em contato com o aparelho bucal, pois o nitrato de potassio a
3% é utilizado para proporcionar alivio da sensibilidade dentaria ndo tendo agéo

antimicrobiana e o flior utilizado para fortalecer a superficie dentinaria. Assim, o



composto ativo em contato com meio de cultura ndo foi suficiente para se tornar eficiente
a ponto de matar as bactérias. Apesar do composto | e do composto J também
apresentarem ion de flior em sua composicdo eles apresentam um outro composto, 0
cloreto de cetilpiridinio, o qual é considerado um composto de quaternario de amonio
(Torres et al. 2000), desta forma essa combinacdo de compostos foi 0 que possibilitou o
composto ativo conseguir atingir a eficiéncia a ponto de matar as bactérias. Alguns
estudos ja haviam demonstrado a efetividade da atividade antimicrobiana destes
compostos, mas frente a bactérias da boca (Bowden 1990, Moran et al. 2000, Van
Loveren 2001, Alves et al. 2012, Lussi, Hellwig & Klimek 2012).

Os isolados frente ao antisséptico K foram intolerantes ao composto ativo de
timol; eucaliptol; salicilato de metila; mentol. Estas substancias sdo classificadas como
composto fendlicos e possuem alta capacidade de interacdo com determinados
componentes da placa bacteriana. O mecanismo de acéo destes 6leos baseia-se no poder
de alterar a higidez da parede celular (Aradjo et al. 2015). Portanto, o antisséptico K pode
ser considerado efetivo como antimicrobiano. A efetividade da atividade antimicrobiana
destas substancias ja havia sido demonstrada em estudos com outras bactérias
(Vlachojannis 2015, Erriu et al. 2013).

O produto L e o produto M apresentaram todos os isolados intolerantes aos seus
compostos ativos. Estes, sdo gluconato de clorhexidina, e digliconato de clorexidina 1%
dissolvido alcool, respectivamente. O mecanismo de acéo é iniciado a partir da ligacdo
da clorexidina a parede celular bacteriana possibilitando assim a adsor¢do das cargas
positivas desta molécula as cargas negativas das superficies bacterianas tornando-a mais
permeavel e permitindo a entrada do composto ao meio citoplasmatico, causando a lise
da membrana celular com liberacdo das estruturas celulares do microrganismo (Zanatta

& Rosing 2007), o que o torna um antisséptico com grande atividade antimicrobiana. Este



composto ativo também apresentou efetiva atividade antimicrobiana em outros estudos
(Pedrini & Margatho 2003, Bugno et al. 2006, Deshpande et al. 2018).

O objetivo de fazer o teste da CIM foi para avaliar até que diluicbes os
desinfetantes e os antissépticos poderiam continuar apresentando atividade. Testes de
CIM utilizando desinfetantes ja foram realizados para outras bactérias (Nufies &
Moretton 2007, Jung, Wen & Sun 2018), no entanto ndo foram encontrados dados de
CIM utilizando antissepticos frente a outras bactérias.

Em conclusé&o, os resultados deste trabalho demonstraram que os desinfetantes e
antissépticos testados, comercializados no Rio Grande do Sul, em sua grande maioria
mostraram-se eficientes quanto a atividade antimicrobiana dos compostos ativos
presentes nas suas formulagdes na sua forma concentrada frente a bactérias ambientais,
isoladas dos diferentes pontos do Arroio Diltvio. No entanto, muitos dos desinfetantes e
antissépticos tiveram a eficiéncia de sua atividade antimicrobiana reduzida ja na primeira

diluicdo de 50% e no tempo de exposicdo de 24 horas.
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Figura 1. Mapa mostrando o percurso do Arroio DilGvio localizado na cidade de Porto Alegre e
0s pontos de coleta dos isolados durante o periodo do ano de 2009 conforme Nachtigall et al.
(2013). Ponto 1: nascente do arroio, na represa da Lomba do Sab&o; Ponto 2: esquina das
Avenidas Ipiranga com Anténio de Carvalho; Ponto 3: esquina da Avenida Ipiranga com a Rua
Guilherme Alves; Ponto 4: esquina da Avenida Ipiranga com a Rua Ramiro Barcelos; Ponto 5:

esquina das Avenidas Ipiranga com Borges de Medeiros.



Tabela 1. Produtos desinfetantes e antissépticos selecionados com seus

principios ativos e valores de mercado.

Produto Principio Ativo Valor (R$)
A Quaternario de amdnio 0,46% 9,98
B Nonil fenol etoxilado 9,5 mols de o0xido de eteno 8,49
Cl Hipoclorito de Sédio 2,88% 10,98
C2 Hipoclorito de sodio - teor cloro ativo 2-2,5% 2,90
C3 Hipoclorito de sédio - teor cloro ativo 2-2,5% 2,39
C4 Hipoclorito de sédio 8,34% 6,59
D1 Cloreto de Benzalconio 0,52% 8,79
" D2 Cloreto de benzalconio 1,152% 4,45
"|l_J El Linear alquilbenzeno sulfonato de sodio; amonia 5,59
|<Z£ E2 Linear alquil benzeno sulfonato de sédio; 5,00
; perdéxido de hidrogénio
E) E3 Linear alquil benzeno sulfonato de sédio; lauril 5,19
= éter sulfato de sodio
F Lauramina oxida; lauril éter sulfato de sodio 5,89
Gl Cloreto de benzil alquil dimetil amonio/ cloreto 3,50
de didecil dimetilamonio
G2 0,45% de Cloreto de Benzil Alquil Dimetil 3,99
Amonio / Cloreto de Didecil Dimetilamonio e
0,35% de Cloreto de Cetil Trimetil Aménio.
G3 Cloreto de alquil dimetil benzil amonio 7,06
H Fluorido de s6dio (contém 217 ppm de ion de 18,50
flGor; nitrato de potassio 3%)
8 I 0.053% cloreto de cetilpiridinio monoidratado; 16,50
&) cloreto de sddio 226ppm ion de fltor
E J Fluoreto de sodio 0.05%; cloreto de cetilpiridinio 14,40
§ 0.075%
<ZE K Timol; Eucaliptol; Salicilato De Metila; Mentol 17,75
L Gluconato de Clorhexidina a 0,12% 27,90
M Digliconato de clorexidina 1% dissolvido alcool 16,14




Tabela 2. Espécies de Enterococcus selecionados e seu perfil de resisténcia aos

antibidticos.
Ponto de Coleta Isolado Espécie Perfil de resisténcial
1 Enterococcus faecalis -
2 Enterococcus casseliflavus -
8 Enterococcus faecalis® -
9 Enterococcus casseliflavus Eri
' 15 Enterococcus faecalis -
17 Enterococcus casseliflavus® Eri
18 Enterococcus casseliflavus® Eri
22 Enterococcus casseliflavus Eri
3 Enterococcus mundtii® -
10 Enterococcus casseliflavus Eri - Cip — Nor
i 23 Enterococcus faecium Eri -Cip — Nit
24 Enterococcus mundtii?® -
4 Enterococcus spp.? Eri°
5 Enterococcus faecalis -
7 Enterococcus faecalis® Eri - Cip — Nor
11 Enterococcus faecium Eri - Cip — Nit
3 12 Enterococcus faecalis? Eri
16 Enterococcus faecium -
19 Enterococcus hirae? -
20 Enterococcus faecalis® Eri
21 Enterococcus faecium® Eri




6 Enterococcus hirae -
13 Enterococcus faecalis® -

* 25 Enterococcus faecium Eri - Cip — Nor
26 Enterococcus faecium? Eri — Cip
14 Enterococcus faecium? Eri

5 27 Enterococcus gallinarum Eri - Cip — Nor
28 Enterococcus hirae® -

1. Antibiéticos Eri: Eritomicina;

Cip: Ciprofloxacino;

Norfloxacino;

Nit:

Nitrofurantoina. a: Nova classificacdo da espécie apds reidentificacdo por MALDI-TOF; b:

Bactérias que apresentavam perfil de susceptibilidade aos antibidticos anteriormente e agora

apresentam perfil de resisténcia; c: Bactérias que apresentavam perfil de resisténcia aos

antibidticos anteriormente e agora apresentam perfil de susceptibilidade.
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Figura 2. Perfil de sensibilidade dos Enterococcus spp. isolados de diferentes pontos do Arroio DilGvio frente aos desinfetantes testados (A, B, C1, C2, C3, C4, D1,
D2, E1, E2, E3, F, G1, G2 e G3) pelo método de difusdo em disco. Padrdo empregado para a classificacdo do perfil de sensibilidade: (-) ndo sensivel = para diametros
menores do que 8 mm; (+) sensivel = diametros entre 9 — 14 mm; (++) muito sensivel = didametros entre 15 — 19 mm; e (+++) extremamente sensivel = didmetros

maiores do que 20 mm. Os numeros de 1-5 definem os pontos de coleta.
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Figura 3. Perfil de sensibilidade dos Enterococcus spp. isolados de diferentes pontos do Arroio Dillvio frente aos antissépticos testados (H,

NuUmero de isolados
(2]

5 1 2 3

J

- [

1 2 4 4 1 2

+++
++
o+
‘ ‘ |
5 1 2 3 4 5
K

= ow .

I, J, K, L e M) pelo método de difusdo em disco. Padrdo empregado para a classificacao do perfil de sensibilidade: (-) ndo sensivel = para
didametros menores do que 8 mm; (+) sensivel = didmetros entre 9 — 14 mm; (++) muito sensivel = didametros entre 15 — 19 mm; e (+++)

extremamente sensivel = diametros maiores do que 20 mm. Os ndmeros de 1-5 definem os pontos de coleta.
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C4,D2, E1, E2, E3, F, G2 e G3) e antissépticos (I, J, K e L), por 24 h de exposi¢do. Os niumeros de 1-5 definem os pontos de coleta.
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Figura 5. Valores das concentracdes inibitéria minima dos Enterococcus spp. isolados de diferentes pontos do Arrio Diluvio frente aos desinfetantes (A, B, C3,

C4,D2, E1, E2, E3, F, G2 e G3) e antissépticos (I, J, K e L), por 48 h de exposi¢cdo. Os nimeros de 1-5 definem os pontos de coleta.



