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RESUMO

Os biofilmes, comunidades de microrganismos aderidos a superficies, usualmente envolvidos
numa matriz de substancias poliméricas extracelulares, sdo agora tema de grande interesse, nao s6 na
drea da engenharia mas, também, na drea da saude. Por exemplo, na area da medicina a presenca de
células aderidas nos instrumentos médicos pode ser um grave problema uma vez que uma pequena
contaminacdo bacteriolégica requer uma desinfeccdo rdpida e adequada de forma a evitar a
contaminacdo cruzada. Surge, entdo, a necessidade de desenvolver estratégias de controlo dos
microrganismos de modo a reduzir ou eliminar este problema. Para tal, recorre-se, frequentemente, a

utilizacdo de desinfectantes.

O objectivo do trabalho apresentado centrou-se numa avaliagdo do efeito antimicrobiano do
biocida comercial OPA Cidex (Johnson&Johnson), cujo principio activo € o orto—ftalaldeido (OPA) a
0.55 % (p/v), na viabilidade de suspensdes bacterianas e células aderidas de Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis a superficies de aco
inoxidédvel. Este biocida comecga a ser de uso bastante frequente a nivel hospitalar para controlar
infeccdes nosocomiais. O efeito do biocida foi estudado em fun¢@o da concentracdo, do tempo de
contacto das bactérias com o biocida e da presenca e concentragdo de uma substincia interferente
(Albumina de Soro Bovino-BSA). O efeito antimicrobiano do OPA foi avaliado pela quantifica¢do da
percentagem de sobrevivéncia das células, obtida pela determinacdo da viabilidade celular in sifu,
usando o corante especifico de viabilidade celular Live/Dead. Para efeitos comparativos, para cada

variavel estudada foram determinadas as concentragdes minimas bactericidas (MBC) de OPA.

A aplicacio do OPA a suspensdes bacterianas e células aderidas de P. fluorescens,
P. aeruginosa, E. coli e S. epidermidis provocou uma reducdo na percentagem de sobrevivéncia
celular. Esta reducio foi verificada para todas as concentracdes estudadas e dependente do aumento da
concentracdo de OPA. Apesar de se verificar, em células em suspensdo, valores de sobrevivéncia nula
para valores de concentragdo elevados de biocida tal ndo é sempre verificado quando as células
estavam aderidas ao aco. Saliente-se que, para algumas bactérias, a aplicacdo da maxima concentra¢do
de biocida disponivel ndo € suficiente para se inviabilizar todas as bactérias aderidas. Esta constatagdo
¢ mais notdria na presenca de BSA aquando da adesdo das bactérias ao aco. Para baixas concentracdes
de biocida a sua a ac¢do antimicrobiana em células aderidas de P. fluorescens intensifica-se com o

aumento do tempo de contacto das bactérias com o biocida.

Com este estudo concluiu-se que o efeito do biocida depende da bactéria sobre a qual estd a
exercer a sua accio antimicrobiana, no se verificando maior actividade do biocida em bactérias gram-
positivas. Também se constatou que a eficiéncia do OPA € muito dependente do estado da bactéria -
séssil ou planténica — e da presenga de matéria organica. Consequentemente, a accao de um biocida

nao pode ser s caracterizada e generalizada por um sé valor de MBC.
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ABSTRACT

Biofilms are a subject of great interest, not only in engineering but also in medicine.
As far as medicine is concerned, the presence of adhered microorganisms on medical devices
can be a severe problem because even a slight bacterial contamination requires its disinfection
in order to prevent the subsequent infection of patients in contact with those devices. In this
context, the need to develop suitable strategies for the cleaning and disinfection is of great
importance in order to reduce or eliminate this problem. For this purpose, biocide (chemical

compounds with antimicrobial properties) application is often a common practise.

The objective of this work comprised the evaluation of the efficacy of a biocide, ortho-
phtalaldeyde (OPA), on the viability of bacterial suspensions and adhered cells of P.
fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S. epidermidis to stainless steel surfaces. The OPA
antimicrobial effect was studied as a function of biocide concentration, biocide contact time to
bacteria and the presence of interfering substances (BSA). It must be emphasised that OPA
has been used in the hospital area to disinfect medical devices but there was the need to make
a systematic study of the effect of the biocide on different species adhered to surfaces. The
evaluation of the antimicrobial effect of this biocide comprised the determination of survival
percentage, trough the determination of the cells viability, before and after the addition of the
biocidal agent. Conversely to other studies, the cellular viability was assessed in-situ by
means of the use of fluorescent compounds, in detriment to the conventional methods of

removing the cells from the surfaces and subsequent culture on solid media.

The application of OPA to the P. fluorescens, P. aeruginosa, E.coli and S.
epidermidis suspended cultures and to the adhered cells to stainless steel surfaces, caused a
reduction on the viability of those bacteria. The increase on OPA concentration applied to the
bacterial cells decreases the cellular survival percentage. It was even observed no survival
when higher OPA concentrations were applied. The antimicrobial action of OPA increased
with the contact time of the biocide with the bacteria. The efficacy of OPA is diminished in
the presence of organic matter, such BSA. The inhibition of the antimicrobial action of OPA

increases with the increase of BSA concentration.

For this biocide, it can be concluded that, for the same biocide contact time, the same
bacterial concentration and the same biocide concentration, the adhered cells of E. coli are

more resistant, compared with P. fluorescens, P. aeruginosa and S. epidermidis.
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INTRODUCAO

1.INTRODUCAO

Sumario

Neste primeiro capitulo pretende-se situar o leitor no tema desta dissertacdo. Sucintamente,
introduz-se o conceito de biofilme, o tema da formacgao e controlo de biofilmes e apresenta-se
o contexto do trabalho realizado. Referem-se ainda os principais objectivos deste trabalho e

finalmente descreve-se a estrutura da dissertacdo.

1.1 Enquadramento do trabalio......................cccocceoviiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeieeeeeeee e 2
1.2 ODJECHIVOS c..veeeeeeeee ettt ettt e e tae e et e e e stae e sbeeassbeeesbeeassaeensseessseeessseesnnseens 3
1.3 Organizaca@o do trADALRO .................coocuiiiiiiiiiiiiiiiiesee ettt 4
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1.1 ENQUADRAMENTO DO TRABALHO

A investigacdo cientifica procede-se sempre num ciclo, que comega com um estudo
exploratério do desconhecido no qual se observa um comportamento e para o qual se propde

uma explicac@o para a observacao feita.

Essa hipétese, que o desejo tenta transformar numa teoria, determina a experiéncia que
ird decorrer. E, tal como na preparacdo de um banquete se procede a escolha da ementa, a

primeira pergunta na investigagao serd: o que se vai testar?

Depois da escolha da resposta a primeira pergunta, milhares de perguntas se seguirdo. E
o procedimento experimental deverd determinar se a explicacdo se vai adequar a hipdtese
proposta. A validade e a aplicabilidade dessa mesma hipétese devem ainda ser confirmadas

por novos testes (Cristensen et al., 2000).

Ao longo deste trabalho, cada estdgio da investigacdo cientifica ditou a planificagdo da
experiéncia. O passo que se seguiu foi de confirmagdo e novamente um novo teste. Procurou-
se, entdo, colocar milhdes de perguntas, descobrir qual a pergunta a fazer e testar cada

hipétese que foi surgindo.

Sendo este um trabalho na area das Ciéncia Bioldgicas, seria impensavel separd-lo da
colonizacdo por microrganismos. Tal como € impossivel separar os microrganismos de
qualquer objecto identificado do nosso universo. Fala-se de bactérias em todas as areas, desde
a industria quimica pesada a biomedicina. Essenciais numas dreas, conseguem ser
terrivelmente devastadoras noutras, dando grandes dores de cabeca a alguns génios nos dias

que correm (Reid, 2000).

Nada de novo, se se pensar que ja as avOs ferviam a dgua para que a saide dos netinhos
nao fosse afectada. Se, a este facto, se juntar o conhecimento de todas as doencas transmitidas
que tém como vector a dgua de redes de distribuicdo, facilmente se compreende que algumas

pessoas se arrepiem com o desenvolvimento de biofilmes.

Biofilmes sao peliculas gelatinosas muito hidratadas constituidas por células
microbianas imobilizadas numa superficie e frequentemente embebidas numa matriz
constituida por substancias poliméricas extracelulares produzidas pelos microrganismos. Esta

rede polimérica protege os microrganimos de agressodes externas, nomeadamente do efeito de
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agentes quimicos, mas, também dificulta o acesso de nutrientes aos microrganismos

imobilizados.

Os biofilmes tipicos sdo estruturas complexas. Porém, também se consideram biofilmes
estruturas menos complexas onde ocorre unicamente a adesdo de células microbianas a

superficies.

Excluindo deste estudo os biofilmes formados com o intuito de desempenhar uma
funcdo benéfica como, por exemplo, tratamento de dgua residuais, a atenc@o serd focada nos
biofilmes em que a sua ocorréncia constitui um grave problema, pois afecta a saide humana,
nomeadamente quando associada a implantes e instrumentos médicos, superficies da industria

alimentar, superficies em contacto com dgua potével, entre outras.

Dai, a necessidade do estudo do controlo dos biofilmes e de células aderidas a
superficies, incidindo este trabalho numa drea que afecta directamente a saide humana:
desinfeccdo de instrumentos médicos. De facto, se os instrumentos médicos ndo forem

convenientemente desinfectados pode ocorrer a contaminacdo cruzada de pacientes.

1.2 OBJECTIVOS

O objectivo deste trabalho foi avaliar, in situ, a capacidade de desinfeccao de um
biocida, o orto-ftalaldeido (OPA), utilizado, presentemente em ambientes hospitalares, com a
finalidade de desinfectar instrumentos médicos, em substituicdo do tradicional glutaraldeido

(GTA).

O efeito do biocida foi estudado com quatro estirpes bacterianas, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli em
suspensao e aderidas a superficies de aco inoxiddvel 316.

O trabalho desenvolvido incluiu:

— Optimizagdo do tempo de adesdo da bactéria a superficie;

— Testes de fluorocromos para visualizacdo das células totais, células vivas e células
mortas aderidas a superficie;

— Avaliacdo do efeito da concentracdo de biocida no nimero de células presentes na
superficie e na percentagem de morte celular;

— Avaliagdo do tempo de contacto de biocida no niimero de células presentes na superficie

e de percentagem de morte celular;
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— Influéncia da presenca de substancias interferentes, nomeadamente proteinas, na

eficacia do biocida.

1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

A tese encontra-se dividida em cinco Capitulos principais.

Neste 1° Capitulo pretende-se orientar o leitor para o tema do trabalho, descrever os

objectivos gerais da dissertagdo, bem como, o modo como este foi organizado.

No Capitulo 2 sdo apresentados os fundamentos tedricos. Apresenta-se uma pequena
revisdo bibliogréfica sobre a adesdo microbiana e a sua relevancia na formacgado de biofilmes e
seu controlo. Descreve-se, sucintamente, os métodos de contagem de microrganismos
aderidos a superficies, apresentando-se vantagens e desvantagens de cada um. Também se
revela a ponderacdo efectuada, bem como, a reflexdo que levou a escolha do método de
enumeracdo de bactérias adoptado neste trabalho. Efectua-se, ainda, um resumo sobre a
desinfeccdo, a classificacao dos biocidas, bem como as suas caracteristicas. Da-se um enfoque
especial ao orto-ftalaldeido, OPA, o desinfectante testado no decurso do trabalho e faz-se a

sua comparacdo com o glutaraldeido.

No 3° Capitulo faz-se uma descricio do trabalho experimental -efectuado,
nomeadamente das metodologias utilizadas para o crescimento, adesdo, aplicacdo do biocida e
enumeracao dos microrganismos, para cada bactéria testada.

Depois de todo o procedimento experimental chega-se a apresentacdo dos resultados

obtidos no Capitulo 4. Neste Capitulo faz-se ainda a discussdo desses resultados obtidos.

No Capitulo 5 faz-se uma sintese das principais conclusdes resultantes do trabalho
experimental realizado no dominio desta dissertacdo e apresentam-se algumas sugestdes para

trabalho futuro.
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2.FUNDAMENTOS TEORICOS

Sumario

O inicio deste Capitulo constitui uma breve revisao bibliografica sobre a adesdo de
bactérias a superficies. A enumeracdo e a avaliacdo da viabilidade de microrganismos sao
assuntos de primordial importancia no estudo da avaliacdo da eficicia de desinfectantes.
Assim, também se abordam os métodos directos de avaliacdo de células e da sua viabilidade
uma vez que estes oferecem maior grau de confiancga. Introduz-se um estudo de comparagdo
de reagentes fluorescentes para o fim referido, recorrendo-se a microscopia de
epifluorescéncia para a observagdo da superficie colonizada com os microrganismos.

Na ultima seccdo apontam-se os principais métodos de controlo de células aderidas e de
biofilmes. Destes, os métodos quimicos sdo os mais realcados, nomeadamente o uso de
desinfectantes. Os aspectos relacionados com a utilizacao dos biocidas sao também referidos.
O orto-ftalaldeido, por ter sido utilizado no ambito deste trabalho, é descrito com maior
detalhe.

2.1 Formagdo de biofilme e adesdo Microbiana.....................cccceeveeeivceeeniiienieennieennns 6
2.2 Métodos de avaliacdo de células aderidas..................ccouuveuianoeeanceeeiieenieeenireennns 14
2.3 Controlo de células aderidas e de DiOfilmes ...............cceeecuveeeeecieieeeiiiieeeeciieee e 18
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2.1 FORMACAO DE BIOFILME E ADESAO MICROBIANA

Um biofilme pode ser definido como uma matriz polimérica de aspecto gelatinoso,
aderida a uma superficie soélida, quase sempre imersa em meio liquido, constituida
essencialmente por microrganismos, pelas substancias poliméricas extracelulares que estes

excretam e por dgua.

2.1.1 Etapas de formacao de um biofilme.

As bactérias crescem, preferencialmente, em superficies do que em suspensdo numa
fase aquosa (An et al., 2000). A formagao de um biofilme numa superficie envolve as etapas
seguintes: formacdo do filme condicionador, adesdo reversivel a superficie, adesdo
irreversivel, crescimento na superficie, libertacdo de microrganismos ou bocados de biofilme,

como se representa na Figura 2.1.

Libertagio de bactérias e
pedagos de biofilme

Adesdo reversivel
dos microrganismos

Adesio irreversivel Crescimento do biofilme

Formagio do filme . ]
dos microrganismos

condicionador

Figura 2.1 — Esquema das etapas de formacdo do biofilme: formagdo do filme condicionador, adesdo reversivel,
adesdo irreversivel e crescimento do biofilme.

Durante a primeira etapa, a etapa de formacao do filme condicionador, a superficie é
coberta com uma camada de pequenas moléculas orgéanicas, como proteinas, que estdo

presentes no meio aquoso circundante (Sisson et al., 2000).
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A segunda etapa é caracterizada pela adesdo reversivel de microrganismos a superficie.
Os microrganismos chegam por motilidade, sedimentacdo e dispersdao. Também podem
agregar-se uns aos outros formando agregados microbianos antes de aderirem a superficie do
filme condicionador. Como os microrganismos aderem ao filme condicionador e ndo a
superficie em si, a formacao do biofilme inicial depende da estrutura do filme condicionador

(Dalton et al., 2000; Sissons et al., 2000).

A adesdo inicial reversivel torna-se irreversivel, sobretudo pela excre¢do pelos
microrganismos de substincias poliméricas (terceira etapa). A adesdo de bactérias a
superficies s6lidas pode, assim, ser descrita como um processo de duas fases: a inicial e
instantanea (fase reversivel) e uma fase dependente do tempo (fase irreversivel) (An et al.,

2000, Boland et al., 2000).

Uma vez aderidas a superficie, espécies como Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, reproduzem-se e excretam substincias poliméricas extracelulares formando um
biofilme — quarta etapa (Boland et al., 2000; Sisson et al., 2000; Das et al., 1998). Muitas
outras espécies bacterianas sdo referenciadas como produtoras de biofilmes incluindo
Salmonella spp. (Joseph et al., 2001), Escherihia coli (Das et al., 1998), Pseudomonas
aeruginosa (Tattawasart et al., 1999; Diehl e Chapman, 1999), Klesiella pneumoniae
(Srinivasan et al., 1995; Diehl e Chapman, 1999), Pseudomonas fluorescens (Vieira et al.,

1993, Hsueh et al., 1998) e Pseudomonas stutzeri (Tattawasart et al., 1999).

Finalmente, considera-se como dultima etapa quando ocorre a libertacdo de

microrganismos ou pedagos de biofilme para o meio circundante.

A estrutura final e a composi¢cdo do biofilme (Figura 2.2) sdo determinadas pelas
caracteristicas do sistema onde foi desenvolvido. Propriedades como o tipo de
microrganismos, o ambiente hidrodindmico, a rugosidade da superficie, os nutrientes
disponiveis, a adesdo e atraccdo a outros microrganismos do meio circundante, sdo
consideradas importantes na formacdo do biofilme (Boland et al., 2000; Dalton e? al., 2000;
Sissons et al., 2000; Vieira et al., 1993; Merritt e An, 2000; Flemming, 1991). Por exemplo,
na auséncia de nutrientes, a reproducdo microbiana e a excrecdo de substancias poliméricas

extracelulares é muito pequena.
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Figura 2.2 — Esquema de um biofilme. (adaptado de homepage.smc.edu/ environmentalMicro.htm)

E enorme a diversidade de espécies microbianas que podem estar presentes nos
biofilmes, quer nos habitats naturais, quer nos criados pelo homem. Microalgas, fungos
protozodrios, bactérias e virus sdo microrganismos frequentemente encontrados, ainda que
sejam as células bacterianas a predominar. A sua maior versatilidade e resisténcia, os seus
tamanhos reduzidos, as elevadas taxas de reproducao, a grande capacidade de adaptacdo e de
producdo de substancias e estruturas extracelulares que as protegem do meio circundante, sao
as principais caracteristicas que fazem das bactérias excelentes organismos produtores de
biofilme (Pereira, 2001). Alcaligens, Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas e
Staphylococcus, sao os géneros mais comuns de bactérias produtoras de biofilme (Mattila-

Sandholm e Wirtanen, 1992; Wirtanen, 1995).

2.1.2 Factores que influenciam a adesao microbiana

Superficies materiais

Os factores que influenciam a adesdo bacteriana as superficies incluem a composi¢do
quimica dos materiais de adesdo, a carga superficial, a hidrofobicidade, a rugosidade e a
configuragdo fisica. Além disso, a energia da superficie influencia os sitios de adesdo vazios,
que se podem alterar mudando as caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas com a adesdo ou a

aderéncia de soros proteicos.
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E crucial na avaliacdo de efeitos de modificacdo das superficies materiais conhecer-se a
natureza da superficie das bactérias encontradas. Sabe-se que o pré-tratamento da superficie,
especialmente com solugdes proteicas, vai decrescer a adesdao de bactérias (Merritt e An,

2000).

Composicdo quimica da superficie

Segundo alguns estudos, existe uma relacao directa entre a adesdo da estirpe bacteriana
e a composicdo quimica da superficie de adesdo. De acordo com Merritt e An (2000),
Staphylococcus epidermidis aderem preferencialmente a polimeros, contrariamente a
S.aureaus que aderem predominantemente a metais. Isto pode explicar o facto das infeccoes
por S.epidermidis estarem associadas com implantes poliméricos enquanto que o S. aureus é,
normalmente, o patogénico associado a infec¢cdes em implantes metalicos (Merritt and An,
2000). Mais recentemente, € referido que o Staphylococcus epidermidis adere melhor a

hidroxiapatite do que a outros materiais (Merritt e An, 2000; Reid, 2000; An et al., 2000).

Rugosidade superficial

A rugosidade superficial € um pardmetro bidimensional de uma superficie que
representa a distancia medida entre os picos e os vales na superficie e ndo a configuragdo

morfoldgica da superficie.

Vérios estudos mostraram que superficies com maior rugosidade apresentam maior
adesdo de microrganismos (Meritt e An, 2000). As causas deste fendmeno podem dever-se a
maior drea superficial da superficie rugosa ou as depressdes nas mesmas que proporcionam
mais sitios favordveis para a colonizacdo (Figura 2.3) (Branes et al., 1999). No entanto,
curiosamente, um estudo recente de Merritt € An (2000) mostra que uma modificagdo na
rugosidade de titanio comercial ndo altera o nimero de células aderidas de Staphylococcus

epidermidis.
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Superficie de
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.|
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Figura 2.3 — Fotografia ilustrativa da adesdo preferencial de Listeria monocytogenes as rugosidades de uma
superficie de aco inoxiddvel (adaptado de ASM MicrobeLibrary)

Como as diferentes préteses clinicas, instrumentos médicos e materiais de implante tém
diferentes rugosidades superficiais, que podem influenciar a adesdo bacteriana e,
consequentemente as infeccdes hospitalares, sdo necessdrios mais estudos para testar os
efeitos de um intervalo de superficie rugosa. De salientar, ainda, que este facto comeca
também a preocupar a industria alimentar (Branes et al., 1999), uma vez que, tal como se

pode observar na Figura 2.3, hé bactérias que consideram estes locais preferenciais.

Morfologia da superficie ou configuracdo

A configuracdo fisica de uma superficie material (descricio morfolégica do padrio ao
material da superficie) € diferente da rugosidade superficial, sendo essa descricdo mais
complicada. Rotinamente, as condi¢des fisicas sdo avaliadas por microscopia de varrimento

electronico.

10



FUNDAMENTOS TEORICOS

Figura 2.4 — Imagem de ago inoxidéavel electropolido que mostra cavidades onde os microrganismos facilmente
se podem depositar (adaptado de Teflon® Home Page, 2003)

As irregularidades da superficie material (Figura 2.4) promovem a adesdo bacteriana, a
deposicdo do biofilme e a acumulacio de lamas, enquanto que superficies ultralisas dificultam

a adesao bacteriana (Merritt et al., 2000).

Merritt et al. (2000) mostraram que uma infeccio num implante tem uma velocidade
muito mais elevada em materiais porosos, pois as bactérias aderem e colonizam
preferencialmente superficies porosas. No mesmo estudo, também, € referido que em
cateteres intravenosos que foram inoculados com estafilococos coagulase — negativos, a
adesdo inicial ocorre nas irregularidades da superficie interior dos cateteres (Merritt e An,

2000).

Hidrofobicidade de superficies

Geralmente, os materiais podem ser divididos em duas classes: materiais com altas
energias de superficie, que sdo, também, hidrofilicos, frequentemente carregados
negativamente, usualmente materiais inorganicos como metais, ou minerais; materiais com
superficies de baixas energias, normalmente hidrofébicos, com baixas energias electrostaticas
sendo, geralmente, polimeros organicos como plasticos e o teflon (An e Skowronski, 2000;

Merritt e An, 2000; Reid, 2000). A hidrofobicidade de uma superficie tem vindo a ser
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determinada, fundamentalmente, por medida de angulos de contacto (Dickson e Koohwaraie,
1989).

Dependendo da hidrofobicidade, quer das bactérias quer das superficies materiais, as
bactérias aderem diferentemente ao material com diferentes hidrofobicidades. Muitos estudos
revelam que os materiais hidrofilicos sdo mais resistentes a adesdo bacteriana que os materiais

hidréfobicos (An e Skowronski, 2000; Reid, 2000).

2.1.3 Influéncia das proteinas na adesdo bacteriana

Muitas proteinas, incluindo albumina, fibronectina, fibrinogénio, laminina e colagénio
desnaturado, entre outras, t€m sido estudadas pelos efeitos que provocam na adesdo
bacteriana a superficies de materiais. Estas proteinas promovem ou inibem a adesdo
bacteriana as superficies por alteracdo das ligagdes nas superficies, por ligagdo a superficie
bacteriana ou pela sua presenc¢a no meio liquido durante o periodo de adesao. Para esta tltima
situacdo, a maioria das proteinas inibe a adesdo de bactérias (Merritt e An, 2000),
possivelmente, pela sua associagdo com a superficie celular da bactéria, com a superficie
material ou até com ambas. As proteinas podem, também, mudar o comportamento de adesao
das bactérias pela alteracdo das caracteristicas superficiais bacterianas (An et al., 2000;
Branes et al., 1999).

A albumina é adsorvida em superficies materiais e tem mostrado efeitos inibidores na
adesdo bacteriana a polimeros, materiais ceramicos e metais. Num estudo recente, a albumina
de soro humano inibiu a adesdao em mais de 95 % de Staphylococcus epidermidis a superficies
de uma liga de Cu-Ti, apds estas terem sido tratadas com 200 mg/ml de albumina de soro
humano, a 37 °C, durante duas horas. Enquanto que a maioria das proteinas reduz a adesdo
bacteriana através da sua adsor¢@o a superficie, a albumina de soro, também, inibe a adesdo
ligando-se as células bacterianas. Porém, o mecanismo do efeito de inibicdo de albumina ndo
¢ ainda muito claro (Merritt et al., 2000).

A albumina também pode reduzir a adesdo bacteriana mudando a hidrofobicidade
superficial, porque na presenca de soro bovino dissolvido e adsorvido, a superficie torna — se
menos hidrofébica (Merritt e An, 2000; An et al., 2000).

Num estudo recente, um material prostético revestido com albumina foi utilizado num
coelho e verificou-se que a velocidade de infeccdo diminuiu o que parece revelar um novo
método para prevenir infec¢des prostéticas e infeccdes nosocomiais (An et al., 2000).

Também na inddstria alimentar se comeca a pensar em retardar e até prevenir, se

possivel, a adesao microbianas usando proteinas (Cunliffe et al., 1999).
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2.14 Problemas associados com a formacao de Biofilmes

A investigagdo da adesdo bacteriana e o seu conhecimento € um campo que cobre
diferentes aspectos da natureza e da vida humana, como a ciéncia marinha, a ecologia, a

inddstria alimentar, e mais importante, a d&rea biomédica (An et al., 2000).

Nas ciéncias médicas, a adesdo de bactérias apresenta-se, geralmente, com um carécter
nocivo uma vez que estd associada a um grande ndmero de problemas de satde, tais como
infeccdes em tecidos (osteomielite e endocardite), infec¢des do tracto urindrio, rejeicao de
préteses e implantes, bem como, infec¢des da placa dentdria, entre outras (Azeredo, 1998).
Pode, entdo, afirmar-se que o conhecimento dos fendmenos envolvidos na adesdo de bactérias
a tecidos humanos e a superficie de materiais ¢ um passo importante no estudo da

patogenidade (Martin e An, 2000).

2

E sabido que certas espécies, como o Staphylococcus epidermidis, depois de aderirem a
superficie implantada, excretam uma camada de moléculas organicas que torna as células
menos acessiveis a defesa dos tecidos e menos susceptiveis a antibidticos. Estas bactérias
podem manter-se imdveis na superficie do material por um longo periodo de tempo até se
proporcionar o seu desenvolvimento, como por exemplo, quando ocorre o decréscimo de
funcdo imunoldgica do paciente ou um fraco crescimento de tecido em torno da protese,

ocorrendo a infec¢do clinica (An et al., 2000; Boland et al., 2000).

Os instrumentos médicos representam um elo significativo na contaminacao cruzada de
agentes infecciosos a pacientes. Raramente sdo referidos nas discussdes sobre infecc¢des
hospitalares mas o nimero de instrumentos utilizados em cada uma das dreas clinicas revela a
sua importancia. A adesdo de microrganismos patogénicos nestes equipamentos origina um

risco para a vida, quer dos doentes, quer dos técnicos que os utilizam.

Outra grande preocupacao € a adesdo de microrganismos a superficie de equipamentos
de processamento alimentar e consequente formagao de um biofilme. Neste caso, os biofilmes
representam, também, um risco potencial de contaminagdo microbiana, que pode
comprometer a qualidade dos alimentos e representar um risco para a saide publica (Branes et
al., 1999; Cunliffe et al, 1999; Das et al., 1998). A acumulacdo de biofilmes em
equipamentos pode, ainda, causar efeitos nefastos como perdas de eficiéncia em permutadores

de calor, perdas de carga nas tubagens e aceleracdo da corrosdo de materiais (Azeredo, 1998).
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No entanto, nem sempre esta adesdo microbiana € indesejada. Por exemplo, em muitos
processos de tratamento de dguas residuais requer-se a imobilizacdo de microrganismos
(Vieira et al., 1993). De facto, nestes tratamentos existem vdarios processos biolégicos, nos
quais, se utilizam suportes para acelerar a formacdo de biofilmes, tais como os sistemas de
biodiscos e os leitos percoladores, que tém vindo a ser usados com grande sucesso devido a

sua capacidade de remog¢do de contaminantes organicos e inorganicos de efluentes.

Assim, a previsdo da adesdo microbiana € de maior importancia na prevencdo da
formacdo indesejavel de biofilmes e na escolha de suportes materiais para a adesdo de

biofilmes benéficos (Vieira ef al., 1993).

2.2 METODOS DE AVALIACAO DE CELULAS ADERIDAS

2.2.1 Técnicas de determinacio do nimero de microrganismos aderidos

Para se poder compreender o fendémeno da adesao € necessario relacionar os parametros

que estdo envolvidos na adesdao com o nimero de células aderidas a superficie de um material.

Os métodos de quantificacdo de células podem ser classificados em dois tipos: métodos
directos e métodos indirectos. Os primeiros baseiam-se em contagens por observacdo directa
em microscopio ou na contagem de colénias em placa (CFU). Os métodos indirectos
relacionam a densidade dptica ou turbidimetria das suspensdes celulares com a concentragdo

de células ou substancias intracelulares.

Dos varios métodos apresentados, o que apresenta o maior grau de confianca é a
contagem directa por observacdo ao microscopio. Esta técnica é, no entanto, laboriosa e
morosa pois € necessario adquirir um vasto nimero de observagdes para que nio se torne
estatisticamente questiondvel (Azeredo, 1998).

As desvantagens do método de enumeracdo de células microbianas por observa¢ido ao
microscopio optico podem ser ultrapassadas através do recurso a andlise de imagem. A partir
de observacdes microscopicas digitalizadas, € possivel, por técnicas de enumeracdo e
dimensionamento automdtico, determinar o nimero e tamanho dos objectos captados na
imagem. Esta técnica além de evitar a morosidade da contagem manual, permite ainda reduzir
o trabalho do investigador e, consequentemente, os erros de subjectividade inerentes (Lopes,

2002).
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Os métodos microscOpicos assumem especial vantagem nos estudos que envolvem a
determinagdo da actividade de células vidveis ndo cultivdveis. De facto, para células com
estas caracteristicas, os métodos de contagem em placa seriam faliveis uma vez que
subestimam o nimero de células vidveis. Para além disso, os métodos microscopicos evitam a

remocao de células da superficie de adesdo.

2.2.2 Métodos de contagem directa

Uma ferramenta importante na investigacdo e contagem in situ de células aderidas € a
microscopia de fluorescéncia. Os maiores atributos do uso de fluorescéncia como uma
ferramenta na microscopia sdo especificidade, sensibilidade, resolu¢do temporal e resolugao
espacial. A fluorescéncia € um tipo de luminescéncia na qual uma luz € emitida a partir das
moléculas por um curto periodo de tempo seguido pela absor¢do da luz, e ocorre quando um
electrdo excitado retorna para uma orbital de mais baixa energia e emite um fotdao de luz. A
auto—fluorescéncia é a fluorescéncia que ocorre naturalmente nas moléculas das células

(McFeters et al., 1995; Maukonen et al., 2000).

Estes métodos de contagem in situ foram preferidos desde o reconhecimento das
limitagdes da tradicional contagem de colénias em placa bem como dos métodos de
membranas. A contagem de coldénias microbianas em placa apenas inclui bactérias cultivaveis
que estdo capazes de iniciar divisdo celular a uma velocidade suficiente para formar coldnias.
As bactérias sdo muito sensiveis as condicdes de cultura: temperatura, meio, tempo de
incubacdo entre outras, e a resposta pode requerer tempos de 24 horas a uma semana (Boulos

et al., 1999; Schaule et al., 1993; McFeters et al., 1995).

Mais recentemente, t€ém sido propostos varios métodos de enumeracio de células totais
e células vidveis usando microscopia directa de epifluorescéncia como alternativa a contagem
em placa. Nestes métodos utilizam-se corantes que incluem o CTC (5-cyano-2.3-dytolyl
tetrazolium), reducdo de INT (2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyl tetrazolium
chloride), o ENT-formazano, inibi¢do por dcido nalidixico, contagem directa com laranja de
acridina (AODC), contagem directa com DAPI (4,6-diadimino-2-fenilindole), acumulacdo de
rodamina 123 pela E. coli e pelo uso de provas de anticorpos especificos (Boulos et al., 1999;

Schaule et al., 1993; McFeters et al., 1995).

A Figura 2.5 mostra imagens de células coradas com DAPI que permite avaliar o

nimero total de células apesar de ndo ser possivel distinguir o estado metabdlico das células.

15



FUNDAMENTOS TEORICOS

Figura 2.5 - Imagem digitalizada de uma fotografia de microscopia de epifluorescéncia de um biofilme de 14
dias de um reactor de aco inoxiddvel corado com DAPI (adaptado de Rodney, 2002).

A Molecular Probes Inc. disponibiliza um teste de viabilidade bacteriana de 2 cores
fluorescentes, o LIVE/DEAD® BacLigth™ Bacterial Viability Kit (L/D) que tem sido testado

em muitas espécies bacterianas gram - negativas (Figura 2.6) e gram - positivas.

Figura 2.6 — Imagem digitalizada de uma observacdo de células aderidas de dgua potdvel coradas com L/D
(Foto cedida por Manuel Simdes — Simdes et al., 2004).

Maukunen et al. (2000) descrevem a aplicacdo desse novo marcador fluorescente,
LIVE/DEAD® BacLigth™ Bacterial Viability Kit (L/D). Este é composto por dois corantes
que se ligam aos 4cidos nucleicos: SYTO 9 e iodo de propidio. Estes corantes diferem nas

caracteristicas espectrais e na sua capacidade de penetrar nas células bacterianas vidveis.
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O SYTO 9 marca as células de verde, enquanto que o iodo de propidio penetra nas
células cuja membrana celular foi danificada, marcando-as de vermelho. Os dois reagentes
estdo contidos numa solucdo de dimetilsulfoxido anidro (DMSO). Com este método, o
nimero de células totais pode ser obtido num s6 passo como a soma das células vidveis e as

células ndo viaveis (Boulos et al., 1999).

A intensidade de fluorescéncia € elevada, com um forte contraste entre as cé€lulas verdes
e vermelhas em fundo com fluorescéncia minima, como estd exemplificado na Figura 2.6. A
fluorescéncia do SYTO 9 € sensivel ao pH, com intensidade mais elevada para pH inferior a
5.5. Como este corante penetra em todas as membranas celulares, a sua eficiéncia pode ser
limitada quer pelo decréscimo da permeabilidade da célula a este marcador, quer pela
insuficiente acumulacdo de marcador para ser detectado. A mesma limitagao impde-se ao iodo

de propidio que apenas marca dcidos nucleicos em células com membranas danificadas

Nalguns casos, podem observar-se, para além das células verdes e vermelhas, células
amarelas e laranjas. Esta variacdo de cores, que pode ser observada na Figura 2.6., pode ser
explicada pelas quantidades varidveis de iodo de propidio que entraram na célula, reflectindo
niveis diferentes de danos na membrana. Estas cores intermedidrias, também, podem ser
produzidas pela reaccdo do OPA com 4cidos nucleicos alterando os sitios de ligacdo. As
células que podem reproduzir-se fluorescem amarelas ou verdes. Nalguns casos raros, células
verdes aparecem amarelas e células vermelhas aparecem cor-de-laranja. Estas sao
consideradas danificadas e podem representar 5 % da populacdo bacteriana (Boulos et al.,

1999; Maukonen et al., 2000).

Boulos et al. (1999) compararam o uso de L/D com outras metodologias de contagem
directa de bactérias utilizando corantes flourescentes, nomeadamente, com a contagem das
células utilizando a laranja de acridina AODC (acridine orange direct count), CTC e
enumeracao por métodos de cultura e filtracdo por membrana. Nesse mesmo estudo mostra-se
que o numero total de células enumerado por L/D € ligeiramente superior ao obtido por
contagem directa por reducdo do CTC. O ntimero de células vidveis obtido com L/D € o

mesmo que o nimero obtido utilizando AOCD e CTC-DAPIL

Uma das grandes limitagdes desta técnica é a exigéncia de equipamento e técnicos
qualificados. A outra € a perda de fluorescéncia ao longo do tempo e por exposicao a luz, o
que obriga a andlise imediata da amostra para obter resultados reprodutiveis (Maukonen et al.,

2000).
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2.3 CONTROLO DE CELULAS ADERIDAS E DE BIOFILMES

2.3.1 Introducao

Os processos de esterilizacdo e desinfeccao permitem o controlo do desenvolvimento
dos microrganismos. Sao métodos essenciais no tratamento e prevengdo de infeccdes, na
prevencdo da contaminacdo de culturas microbianas e na indudstria farmacéutica e alimentar
(Russell, 1996).

Embora a esterilizacdo e desinfeccao sejam termos utilizados para traduzir destrui¢do ou
remo¢ao de microrganismos, € importante distinguir o respectivo significado. Por
esterilizacdo entende-se a completa destruicdo ou remog¢ao de todas as formas de vida, quer
patogénicas quer ndo patogénicas, enquanto que a desinfec¢do consiste na remoc¢do da

totalidade ou parte dos microrganismos de determinado objecto ou superficie (Peixe, 1998).

Os agentes utilizados para destruir ou impedir o crescimento de microrganismos,
designam-se por agentes antimicrobianos e podem ser fisicos ou quimicos. Vdrios factores,
tais como concentracdo da populagdo microbiana, temperatura, duracdo do contacto com os
microrganismos, natureza do material a descontaminar (particularmente a presenca de
material organico) e caracteristicas dos microrganismos presentes, condicionam a eficicia dos

agentes utilizados na esterilizagcao ou desinfec¢ao.

Entre os agentes fisicos de esterilizagcdo utilizam-se especialmente o calor (calor hiimido
e calor seco), a filtracdo e as radiagdes. Podem utilizar-se, com acg¢do esterilizante, radiacoes
ndo ionizantes como os raios ultravioleta (UV) e radiacées ionizantes como os raios X e 0s
raios v (gama). Radiag¢des por electrées sdo outro tipo de radiacdes ionizantes, com algumas
aplicagdes no campo da Microbiologia, se bem que mais limitadas.

Os agentes quimicos utilizados para destruir microrganismos possuem diversas
composi¢des. Alguns dos inconvenientes da sua utilizacdo passam pelo facto de poderem ser
demasiado toxicos e irritantes para o homem, atacando, também, alguns deles, os materiais a
esterilizar (Power, 1995).

Ha agentes quimicos que podem ser utilizados como esterilizantes, dada a sua enérgica
accdo sobre os microrganismos, e muitos tém de ser utilizados diluidos, com o objectivo de
diminuir a sua toxicidade e poder irritante. Mesmo que, nalguns casos, a ac¢do desses
produtos possa ser bastante enérgica — como sucede com o hipoclorito de sédio ou o fenol —
nao se pode, em todos 0s casos, esperar que funcionem como agentes esterilizantes, dado que

podem ser neutralizados, quando em contacto com determinada matéria organica ou quando
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incorrectamente diluidos (Merritt e An, 2000). Destes agentes, aqueles que permitem remover
de objectos inanimados ou do meio ambiente a totalidade ou parte dos microrganismos
patogénicos, susceptiveis de ocasionarem infec¢des, designam-se por desinfectantes. Embora
destruam rapidamente as formas vegetativas dos microrganismos nao destroem
necessariamente os seus esporos (Peixe, 1998).

Germicidas e sanitarizantes sdo outros termos usados para classificar substancias
quimicas com actividade antimicrobiana. O termo germicida refere-se aos agentes quimicos
que possuem uma actividade microbicida nos microrganismos em geral, pelo que podem ser
considerados desinfectantes com um espectro de accdo mais amplo. Sanitarizantes sao
produtos utilizados, frequentemente, em objectos inanimados que permitem eliminar 99,9 %

dos microrganismos que os contaminam (Russell, 1998).

Biocida ¢ um termo geral que descreve um agente quimico, usualmente de largo
espectro, que inactiva os microrganismos. Por vezes, o conceito de biocida e desinfectante
usam-se como sinénimos. Devido a vasta gama de actuacdo dos biocidas na actividade
microbiana, outros termos podem ser mais especificos, incluindo biostatico, referido a
produtos que inibem o crescimento (eg., bacteriostaticos, fungistiticos e esporostiticos) e

biocida, referindo a agentes que matam o microrganismo alvo.

2.3.2 Breve resenha historica da aplicacao dos desinfectantes

Rutala e Weber (1997) no seu artigo “Uses of inorganic hypoclorite (bleach) in health-
care facilities” fazem uma resenha historica sobre o aparecimento dos desinfectantes que se

resume a seguir:

“Apesar da aplicagdo cientifica de desinfectantes e esterilizantes ter comecado aproximadamente 150
anos atrds, o uso empirico de desinfectantes data de muito antes. Aproximadamente nos anos 800
D.C., o famoso poeta grego Homero descreve o uso de enxofre, sobre a forma de dioxido, como
desinfectante nas aventuras de Ulisses na “Odisseia’.

A descoberta do cloro em 1774 pelo cientista sueco Scheele ajudou o desenvolvimento na idade da
quimica. Em 1825, Labarraque descreveu o uso de hipoclorito de cdlcio para a limpeza de morgues,
hospitais, prisoes. Ele também denotou que cirurgides parisienses obtiveram grande sucesso no
combate aos casos de carbiinculo, gangrena hospitalar, iilceras e queimaduras quando as feridas
eram cobertas com pensos contendo solugcdes aquosas de hipoclorito.

No século XIX, aceita-se a “teoria dos germes” de infeccdo e implementa-se as prdticas para o
controle de infecgcoes nas instituicoes. Oliver Wendel Holmes em Boston em 1943 e Ignez Semmelweis
em Viena em 1861 descobrem a causa do sarampo e a sua prevencdo. Os dois homens concluiram,
independentemente, que a doenga era transportada de paciente para paciente por doutores e

enfermeiras através das suas mdos ou roupas. Sabe-se também que Dakin, durante a 1° Guerra
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Mundial introduziu a irrigagcdo de feridas abertas ou infectadas com uma solugdo de hipoclorito de
sodio (0,5 % aproximadamente).

Por outro lado, o tratamento de efluentes e a provisdo de dgua potdvel representa um papel
fundamental na saiide piiblica. Produtos clorados jd eram usados em Londres em 1854 para
tratamento de dguas poluidas. Em 1902, jd se conhecia uma pequena cidade belga Middekerke que

utilizava um sistema continuo de desinfec¢do de dgua.

Assim, a introducao de muitas classes de desinfectantes tem tido um papel fundamental
diminuindo o risco de afectar a saude publica pela contaminacdo cruzada de agentes

infecciosos por superficies contaminadas.

2.3.3 Critérios de escolha dos biocidas

Quando se procede a seleccdo de um biocida, existem certos requisitos a considerar
(Bott, 1992), como se apresenta a seguir:

- Actividade contra uma grande gama de microrganismos;

- Relativamente pouco toxico para outras formas de vida;

- Biodegradaveis (qualquer biocida residual deve ser inofensivo para a actividade
bioldgica ap6és um dado tempo);

- Nio corrosivo;

- Eficacia ndo comprometida pela presenca de materiais organicos e inorganicos para
além dos microrganismos presentes no sistema;

- A ndo desactivagao de outros aditivos presentes no sistema (por exemplo, produto
anti - corrosio);

- Seguranca do ponto de vista da saide, do manuseamento e armazenamento;

- Estabilidade perante varia¢des de pH e temperatura;

Sera dificil que o mesmo biocida cumpra todas as exigéncias acima descritas, pelo que a

escolha final do produto a usar serd sempre uma ponderagdo de todos estes factores.

2.3.4 Classificacao dos biocidas

De acordo com Bott (1992), os biocidas podem ser classificados de acordo com o seu
cardcter quimico, isto €, biocidas oxidantes e biocidas ndo oxidantes, como apresentado na

Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Classificacio de biocidas de acordo com o caracter quimico (adaptado de Bott (1992)).

Biocidas oxidantes Biocidas nao —oxidantes

Fendis clorados
Sais de cobre

Compostos contendo mercurio

Compostos de cloro Aminas e compostos amoniacais
Compostos de bromo Compostos organo-sulfurados
Compostos ndo halogenados Isotiozolona
Acroleina

Compostos organo — brémicos

Aldeidos

O mecanismo de ac¢do dos biocidas oxidantes passa por oxidar compostos constituintes
dos microrganismos. Sao efectivos em relacdo a bactérias, fungos, algas e leveduras. Estes
biocidas reagem com a matéria organica presente no meio, diminuindo a concentragao
efectiva disponivel para controlar os microrganismos. Nao hd referéncias que demonstrem
que os organismos desenvolvam resisténcias a este tipo de biocidas.

Os biocidas nao oxidantes exercem a sua actividade antimicrobiana por interferéncia
com o metabolismo dos microrganismos e/ou desintegracao da parede celular. Estes biocidas
sdo mais efectivos a concentracdes mais elevadas, uma vez que os organismos desenvolvem
tolerancia a este tipo de biocidas, quando o tempo de contacto € relativamente longo e as
concentracdes aplicadas sdo baixas, podendo mesmo utilizd-los como fonte de carbono.
Comparativamente, aplicam-se concentracdes mais baixas de biocidas oxidantes do que de

biocidas ndo oxidantes, para se obter o mesmo grau de morte de microrganismos.
Como o biocida testado no ambito deste trabalho € um aldeido vai descrever-se com

maior detalhe os biocidas desta familia, nomeadamente, o glutaraldeido (GTA), o formaldeido

(FA) e o orto-ftalaldeido (OPA).
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Aldeidos

Os aldeidos tém sido usados na desinfec¢do de endoscopios em condi¢des clinicas.
(Morita et al., 2000). Os aldeidos mais utilizados sdo o formaldeido e o glutaraldeido e

presentemente comeca a ser utilizado o orto-ftalaldeido.

Formaldeido

O formaldeido, um gés altamente téxico cujos vapores sao muito irritantes para as
mucosas, ¢ altamente letal para todos os tipos de micrébios e esporos. Este gas é estdvel
apenas em grandes concentracdes e a elevadas temperaturas, polimerizando a temperatura
ambiente sob a forma de uma substancia sélida designada paraformaldeido. Por aquecimento
do paraformaldeido forma-se novamente formaldeido. Além de ser utilizado na forma gasosa
para a desinfecc¢do e esterilizacdo de salas, mdveis, roupas e outros artigos alterdveis pelo
calor, utiliza-se também em solucdo aquosa na esterilizacio de alguns instrumentos. A
Jformalina comercial é uma solucdo de 37 a 40% (p/v) de formaldeido em dgua com 10% de
metanol, para inibir a polimerizacdo. A diluicdo rdpida com 1% de formol permite uma
actuacdo rapida e de elevada eficdcia para aplicagdo directa numa superficie contaminada
(Peixe, 1998).

A actividade antimicrobiana do formaldeido € atribuida a sua capacidade de inactivar

constituintes celulares como as proteinas e dcidos nucleicos (Fraenkel -Conrat et al., 1946).

No entanto, o formaldeido apresenta alguns riscos carcinogéneos para o Homem,

quando aplicado na forma gasosa (Power, 1995).

Glutaraldeido

O glutaraldeido, GTA, em solugdo aquosa a 2%, € utilizado na esterilizacdo de varios
instrumentos médicos que ndo podem submeter-se ao tratamento pelo calor, como sejam
citoscopios, equipamento de anestesia e termometros. Com a vantagem de ser menos irritante
e mais eficaz que a formalina, esta solug¢do € activa contra virus, células vegetativas e esporos

de bactérias e fungos (Peixe, 1980).

Figura 2.7 — Estrutura quimica do GTA (adaptado de Simons et al., 2000).
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O glutaraldeido é um dialdeido estdvel em solu¢do 4cida e apresenta um carécter activo
na gama de valores de pH de 7,5 a 8,5, necessitando por isso de ser alcalinizado antes de ser
aplicado (WallhduBer, 1995).

Embora o glutaraldeido tenha vindo a ser avaliado como um quimico adequado para a
desinfeccdo de virus como o virus da hepatite B (HBV) e o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), a lavagem insuficiente de residuos de GTA pode causar diarreia e c6licas abdominais.
Este quimico, também, demonstra potenciais citotéxicos e genotdxicos em células humanas

cultivadas (Morita et al., 2000).

Orto-ftalaldeido
O orto—ftalaldeido, OPA, é um novo desinfectante que se pensa ter uma potente
actividade bactericida e esporicida e tem sido sugerido como substituto para o GTA na

desinfeccdo de endoscopios. O OPA é um composto aromdtico com 2 grupos aldeido

(McDonnell e Russell, 1999; Gregory et al., 1999, Walsh et al., 1997).

Figura 2.8 — Estrutura quimica do OPA (adaptado de Simons e al., 2000).

O OPA ¢ facil de usar, uma vez que ndo tem vapores irritantes e pode ser usado
directamente, sem requerer diluicdo. Alfa et al. (1994) demostraram que o OPA ¢ estdvel
durante 14 dias. O correcto procedimento de limpeza/desinfeccdo com OPA permite obter
uma reducdo logaritmica da concentracdo bacteriana maior do que 5. Esta avaliagdo em meio
hospitalar levou a conclusdo que o OPA é uma escolha efectiva como desinfectante de alto

nivel para endoscopios flexiveis.

Estudos realizados por Gregory et al. (1999) demonstram ainda que o tempo de accio
do OPA € mais rdpido do que o GTA. Para além disso, a solucdo apds trés semanas de uso
ainda possui uma actividade antimicrobiana mais rdpida quando comparada com solugdo de
fresca de GTA livre de residuos, juntando assim mais uma vantagem sobre os outros

dialdeidos.
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2.3.5 Mecanismo de accao dos biocidas

Tem vindo a ser feito um progresso considerdvel na compreensdo dos mecanismos de
accdo dos biocidas em bactérias. Contrariamente, estudos semelhantes com virus e
protozodrios tém sido feitos raramente. Também pouco se sabe sobre a actuagdo dos biocidas
sobre prides (Medonhas e Russell, 1999).

Os biocidas tém que reagir e interactuar com os locais activos dos microrganismos para
serem efectivos. A reac¢do do biocida com a célula microbiana envolve uma ligacdo inicial
com a superficie da célula, embora os locais activos microbianos possam ser encontrados no
interior da célula. A parede celular, os componentes da membrana citoplasmatica e o
citoplasma sao os locais de ac¢do preferenciais dos biocidas (Cloete et al., 1998; Deneyer e
Stewart, 1998; Shepherd et al., 1998; Al-Adham et al., 1998). A Figura 2.9. representa
esquematicamente os potenciais locais activos dos biocidas nas bactérias gram-positivas e

gram-negativas.

BACTERIA BACTERIA
GRAM - NEGATIVA GRAM - POSITIVA

Membrana Citoplasmatica

Parede Celular Integridade estrutural

= Mecanismos de Transporte

(LPS e Peptidoglicano)

Cadeia Respiratdria e enzimas

-

Porinas Parede Celular Peptidoglicanos

LPS (Membrana Exterior)

Citoplasma

Membrana Citoplasmatica ~ -
p Reacg¢des Anaerdbicas

Reacc¢des Catabdlicas

Figura 2.9. Potenciais locais activos nas bactérias para ac¢do dos biocidas (adaptado de Denyer, 1995).
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Os potenciais alvos dos biocidas s@o o citoplasma e a membrana citoplasmatica, sendo
dificil a distincao entre ambos (Cloete et al., 1998; Denyer e Stwert, 1998). A parede celular,
estruturada sob controlo genético, também ¢ responsavel pela morfologia bacteriana e pela

diferente resposta das bactérias face a coloracdo de Gram, como mostra a Tabela 2.2.

Tabela 2.2. — Diferenciacdo da composi¢do quimica da parede celular bacteriana de bactérias gram — positivas e
gram — negativas (adaptado de Parente, 1998)

Componentes Bactéria Gram positiva Bactéria Gram negativa
Peptidoglicano + +
Acidos Teic6icos + -
Polissacarideos + -
Proteinas +ou— +
Lipopolissacarideos - +
Lipideos -ou+ +

As bactérias gram-negativas sdo de um modo geral menos sensiveis aos biocidas do que
as bactérias gram-positivas devido a sua membrana exterior. Assim, os biocidas tém de
desenvolver mecanismos que lhes permitam atravessar esta membrana (Paulus, 1993; Russell,
1994).

A Tabela 2.3. indica diversos mecanismos de ac¢do dos biocidas, consoante o local

activo onde interactuam.
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Tabela 2.3. — Mecanismos de ac¢do dos biocidas consoante os locais alvos (adaptado de Maillard, 2002)

Local activo Mecanismos Biocidas

Parede celular Ligacdo cruzada GTA, OPA, FMA

“> Aumento da permeabilidade CHA, QACs, CRAEs, sais de mercirio (II), PHE

Membrana citoplasmética Aumento da permeabilidade ACD, alcodis, anilidas, CHA, QACs, PHE, HCP
Alteracao do potencial ACD, anilidas, QACs, PHE, HCP

Membrana exterior

membranar e cadeia

transportadora de electrdes

Sintese de ATP CHA, sais de cobre (II), ETO

Inibi¢do da actividade CHA, QACs, PHE

enzimdtica
Constituintes Coagulacdo geral CHA, QACs, GTA, HPC, sais metalicos (2), PHE
citoplasmadticos Acidos nucleicos ACD, ACR, ETO, FMA, GTA, CRAs, POP

Ribossomas HOP, sais de merctrio (I),
Interac¢do com grupos Grupos tidis BOP, ETO, GTA, HOP, CRAs, 10D, POP, sais
especificos metalicos (2), IST

Grupos amino ETO, FMA, GTA, OPA

Grupos sulfidricos BOP, ETO, GTA, HOP, CRAs, sais metalicos (2),

IST

(1) — Bactérias gram- negativas

(2) — Sais de cobre (II), sais de merctrio (II) e organomercuriais, sais de prata (I)

ACD, 4cidos organicos e parabenos; ACR, acridinas; BOP, Bronopol; CHA, clorohexidina; CRAs- agentes libertadores de
cloro; ETO, 6xido de etileno; FMA, formaldeido; GTA, glutaraldeido; HCP, hexaclorofano; HOP, peréxido de hidrogénio;
10D, iodo e iodoforos; IST, isotiazolona; OPA, orto — ftalalddeido, PHE, fenéis; POP, propriolactona; QACs- compostos
quaternarios de aménia.

Como o biocida utilizado € um aldeido vai descrever-se com maior detalhe, para além

do mecanismo de accdo do orto-ftalaldeido (OPA) o do glutaraldeido (GTA).

2.3.6 Mecanismo de ac¢ao do OPA e do GTA

A maior parte dos aldeidos (GTA, sucinaldeido e OPA) que t€m actividade esporicida
sdo dialdeidos. A distancia entre os dois grupos hidréxido € Optima para a interac¢do dos
dialdeidos com 4cidos nucleicos e, especialmente, com enzimas e proteinas (McDonnell e

Russell, 1999). Na Figura 2.10 apresenta-se o mecanismo de ac¢do do glutaraldeido.
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Figura 2.10. — Mecanismos de ac¢do do GTA (adaptado de Simons et al., 2000)

2

E sabido que o OPA reage fortemente com as células bacterianas por reac¢do com as

aminas primdrias presentes na cadeia peptidica. (Walsh et al., 1997; Simons et al., 2000).

Simons et al. (2000) propuseram um mecanismo para a actividade bactericida ao OPA, que se

encontra esquematizado na Figura seguinte:
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(a) pep-OFA (b pep-OF&-pep

Figura 2.11. — Mecanismos de ac¢do do OPA (adaptado de Simons et al., 2000)
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A capacidade de reac¢do do OPA pode ser afectada pela estrutura do aldeido, uma vez
que os aldeidos aromaticos (OPA) s@o menos reactivos que os alifiticos (GTA), sendo menos
provavel que a ligacdo simultanea dos dois grupos dialdeidos ocorra. Assim, observando a
Figura 2.11, pode concluir-se que o complexo peptideo-OPA € o produto de reac¢do com

maior incidéncia.

2.3.7 Testes de desinfectantes: testes de biocidas em células em suspensao

A actividade antimicrobiana de um novo anti-séptico ou desinfectante pode ser avaliada,
in vitro, através da utilizacdo de técnicas tradicionais microbioldgicas, como a técnica de
diluicao em tubo, espalhamento em agar e determinacdo do coeficiente de fenol. Nesta tltima
técnica, compara-se através de ensaios paralelos, os periodos letais observados com
suspensoes de Salmonella typhi ou Staphylococcus aureus expostas a concentragdes
conhecidas da substancia em ensaio, com os correspondentes periodos letais correspondentes
a concentracdes conhecidas de fenol. A maior dilui¢do da substincia em ensaio que mata o
microrganismo em estudo em 10 min, mas ndo em 5 min, dividida pela maior dilui¢do de
fenol que apresenta o mesmo resultado, corresponde ao coeficiente de fenol do agente
quimico testado (Holah et al., 1998).

Em condicdes praticas, nomeadamente na presenca de grande quantidade de matéria
organica, o agente quimico a testar deverd ser ensaiado em condi¢des idénticas ou proximas
daquelas em que iré ser utilizado.

De acordo com a legislacdo em vigor (EN 1276:1997) um biocida deve ser avaliado por
testes em suspensao, utilizando determinados microrganismos, quer bactérias gram-positivas,
quer gram-negativas, em condi¢des limpas e sujas. As condigcdes limpas, de acordo com a
norma europeia, obtém-se pela adicdo de uma solu¢do de albumina de soro bovino (BSA) a
suspensdo celular, de modo a obter uma concentracdo de BSA de 0.3 g/L. As condigdes sujas
obtém-se pela adicdo de uma solugdo de albumina de soro bovino a suspensdo celular a ser

utilizada nos testes de forma a obter uma concentracao de BSA de 3 g/L.

Os testes em suspensao sao relativamente simples comparados com testes de superficies
e ndo requerem equipamento de laboratdrio especializado ou dispendioso sendo féaceis de
realizar. Sdo também bem definidos e sdo, dentro dos limites normais microbidlogicos,
repetitivos e reprodutiveis. Usando uma metodologia adequada é também possivel testar uma
gama de varidveis incluindo o tempo de contacto, a temperatura, o tipo de microrganismo e

substancias interferentes (p.e. residuos de produtos alimentares).
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O maior problema destes testes € ndo reflectirem as verdadeiras condi¢des de uso, nas
quais, para além de estarem em suspensdo, 0s microrganismos também se encontram
frequentemente aderidos as superficies (Holah ef al., 1998). Consequentemente, é necessario

efectuar ensaios testando os microrganismos aderidos a superficies — testes em superficie.

Os testes em suspensdo devem, entdo, ser usados como testes preliminares para avaliar a
eficacia de desinfectantes sob as mesmas condi¢des ambientais que podem ser esperadas nos
processos de processamento alimentar (Holah ef al., 1998). Estes testes incluem a preparacdo
de bactérias, exposi¢do ao biocida, neutralizacdo e remocdo dos componentes do biocida e a
estimacdo de bactérias sobreviventes. A variagdo dos resultados pode entdo derivar das
condi¢des do indculo, neutralizacdo insuficiente e o método da contagem das coldnias

(Langsrud et al., 1998).

Os testes com microrganismos aderidos em superficie sdo usados para mimetar alguns
dos aspectos encontrados em condigdes reais. Tém algumas vantagens sobre os testes em
suspensdo e sdo, também, relativamente simples, reprodutiveis nio requerendo equipamento
de custo elevado. Estes testes, também possibilitam a manipula¢do de uma série de varidveis
incluindo o tempo de contacto, o tipo de microrganismos, o tipo de superficie e as substancias
que interferem com a acc¢do de biocidas. A temperatura é, também, uma varidvel a considerar
mas requer um grande nimero de cdmaras ou um laboratério sob condicdes climadticas

controladas.

Tradicionalmente, um dos problemas encontrados € o facto dos microrganismos terem
de ser removidos da superficie para serem enumerados o que pode impor-lhes um stresse letal

(Holah et al., 1998). Assim, a enumeracao da viabilidade in situ € preferida.

Tém surgido tentativas de desenvolver testes normalizados que permitem avaliar a
resisténcia microbiana de células aderidas aos biocidas. A normalizacdo e a avaliacdo de
factores que influenciam estes testes sdo importantes para obter uma boa reprodutibilidade e

permitir a comparagdo entre ensaios (Lansgrud et al., 1998).
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Na Tabela 2.4 resume-se a classificagdo dos testes de avaliacdo da eficiéncia de biocidas.

Tabela 2.4 — Classificacdo dos testes de desinfectantes (adaptado de Russell et al., 1982)

Tipo de . ) - P
. N Parametro de classificacdo Fundamento teérico
classificacao
Tipo de | Antibacteriano Inactivacdo da actividade das bactérias
organismo Antifungico Inactivagdo da actividade dos fungos
testado Antivirico Inactivagdo da actividade dos virus
Biocida Exercem efeito adverso na viabilidade
Tipo de ac¢io ) ) Exercem efeito adverso no crescimento
Bioestatico
e reproducdo
Suspensio Testes de células em suspensdo
. Testes “in _ _
Tipo de estrutura Capacidade Adig¢do de células em suspensao
vitro”
do teste Suporte Testes de organismos em superficies
Testes praticos Determinacio de eficdcia em superficies
Testes in use
Determinacdo de propriedades bacterianas
Tipo de objectivo Determinacdo de relagdio entre tempo de
1* fase
do teste exposi¢do e a concentracio
Determinacao da influéncia da concentragdo
2% fase Determinacao da concentragdo limiar
3* fase Determinacio da eficdcia em condi¢des reais.

De acordo com esta Tabela, os trabalhos desenvolvidos para elaboracdo da presente

dissertacdo podem ser classificados como antibacterianos, in vitro, estudando-se um produto

de ac¢do biocida e tendo-se atingido o objectivo da 1* e 2* fase dos testes.

2.3.8 Parametros que afectam a eficiéncia do biocida

A actividade antimicrobiana de um biocida pode ser influenciada por muitos factores

tais como efeitos de formulacdo, tipo de microrganismo, presenga de matéria organica,

sinergia com outras substancias, temperatura e diluicao.
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Tipo de microrganismos

Embora alguns microrganismos se tornem gradualmente resistentes a varios agentes
quimicos, em resultado da larga utilizacdo dos biocidas, outros microrganismos sao
intrinsecamente ou naturalmente resistentes a uma ou mais classes de biocidas. Assim, a
resisténcia de um microrganismo, como a Pseudomonas aeruginosa, pode ser atribuida a
impermeabilidade da parede celular a um agente especifico, assim como, a resisténcia de
micobactérias a maioria dos agentes biocidas poderd advir do elevado conteddo lipidico da
parede celular. De um modo semelhante, os esporos bacterianos apresentam uma estrutura
naturalmente resistente a varios agentes anti-sépticos e desinfectantes.

A eficiéncia de um biocida varia conforme o tipo de microrganismo testado, e por
vezes, entre estirpes da mesma espécie microbiana. Russell et al. (1997) classificaram os

microrganismos de acordo com a sua sensibilidade aos Biocidas, como se apresenta na Figura 2.12.

Grande Resisténcia

Prides (CJD, BSE)

Coccidia (Crysptosporidium spp.)
Esporos (Bacillus, Clostridium difficile)
Micobactérias
Cistos (Giardia)

Poliovirus
Trophozoites (Acanthamoeba spp.)
Bactérias gram-negativas
Fungos (Candida spp.)
Adenovirus

Bactérias gram-positivas

Virus (com envelope) (HIV)

Figura 2.12 — Classificagdo dos microrganismos de acordo com a sua sensibilidade aos biocidas
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Numa escala crescente de resisténcia a biocidas (Figura 2.12), as formas vegetativas
bacterianas constituem os microrganismos menos resistentes, seguindo-se as formas
vegetativas dos fungos e os esporos fungicos, virus, formas quisticas de Giardia spp e
Cryptosporidium spp, micobactérias, esporos bacterianos e por ultimo, alguns prides.
Relativamente a resisténcia a biocidas, os virus sdo divididos em dois grupos: o grupo dos
menos resistentes inclui os virus com invélucro, e o grupo dos mais resistentes associados a
virus sem invélucro. A excepgdo dos virus sem invélucro, que podem apresentar resisténcia a
formulacdes tuberculocidas, a utilizagdo desta escala de resisténcia traduz o comportamento
dos diferentes microrganismos sendo de grande utilidade na selec¢do de biocidas para

aplicagdes especificas.

Concentragdo do biocida e Tempo de contacto

A concentragdo € o factor mais importante na eficiéncia de um biocida (McDonnell e
Russell, 1999). Quando se usam concentracdes baixas de biocidas, estas podem conduzir a
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia dos microrganismos a esses biocidas ou a
outro agente quimico (Walsh et al., 1999).

Conjuntamente com a variagdo da concentracdo, também a variagdo do tempo de
contacto, fixando uma determinada concentracdo, deve ser estudada de forma a determinar as

condic¢des de melhor efic4cia de biocida.

Substancias Interferentes

A matéria organica pode interferir com a actividade antimicrobiana dos biocidas e de
outros compostos antimicrobianos, como por exemplo os surfactantes. Esta interaccdo pode
ser descrita como uma reac¢do entre os biocida e a matéria orgadnica presente no meio
resultando numa diminui¢do da concentracdo livre do agente antimicrobiano para reagir com
os microrganismos. A diminuicdo da eficdcia do agente antibacteriano pode também, ser
devido a barreira protectora desenvolvida pela matéria organica em torno dos

microrganismos, protegendo-os contra o ataque dos biocidas.
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Neutralizantes

O Conselho da Europa recomenda alguns neutralizantes dos biocidas e as concentracdes

a que devem ser usados. Um dos neutrilizantes recomendados € o tiosulfato de s6dio, Na;S,0s

(5 mg/ml) sendo este o que foi utilizado no presente trabalho. Este neutralizante também foi

altamente recomendado num estudo de Langsrud et al., (1998) no qual se compara a

influéncia de vérios factores nos testes de suspensao.

2.3.9 Desinfecciao hospitalar

Os instrumentos médicos para uso em pacientes podem ser divididos em trés classes, de

acordo com a sua utilizacdo e o risco de infec¢do pela possivel contaminacdo (Rutala e

Weber, 1997):

1.

A primeira classe inclui os instrumentos criticos que s@o aqueles em contacto com tecidos
ou sistema vascular, como instrumentos cirirgicos ou implantes (eg. valvulas do coragdo).
Estes devem ser cuidadosamente esterilizados devido ao alto risco de infeccdo que
representam, especialmente se estdo contaminados com alguns microrganismos.

Os instrumentos semi-criticos, pertencentes a segunda classe, sdo objectos que estdo em
contacto com membranas mucosas ou pele ndo intacta, como equipamento de anestesia,
endoscopios, e anéis de diafragma. Como as membranas mucosas intactas sao geralmente
resistentes a infecgdes com endosporos bacterianos, mas ndo necessariamente a bactérias
vegetativas ou viroses, estes instrumentos devem ser livres de microrganismos com a
excepcao de um largo nimero de endosporos bacterianos.

Finalmente, os instrumentos ndo — criticos que sdo os objectos que estdo em contacto com
pele intacta. Embora exista um risco minimo de transmitir agentes infecciosos a pacientes
via instrumentos ndo — criticos, este tipo de equipamento pode representar um elo

importante na contaminacao cruzada.

Endoscopia

A Endoscopia tem-se tornado um procedimento muito comum no campo médico. Neste

7z

momento, o maior nimero de exames de endoscopia € efectuado no tracto respiratorio

(broncoscépio) ou no trato gastrointestinal (gastroscopio ou colonoscopio).
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Os endoscopios que sdo usados em humanos sdo expostos a duas categorias de
microrganismos (incluindo bactérias, fungos e viroses e parasitas): os que fazem parte da flora
normal e aqueles que nao fazem parte da flora normal (patogénios primarios). Tem vindo a
ser sugerido que a presenca da flora normal no trato respiratério superior € no trato
gastrointestinal instiga a necessidade de endoscépios estéreis. No entanto, outros trabalhos
subsequentes tém indicado, claramente, que algumas infec¢des sérias e graves (algumas com
risco para a vida) podem ser causadas por ambos os grupos de organismos.

Tém sido documentadas transmissdes paciente-paciente de Salmonella spp,
Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spp, Serratia spp, ¢ do virus da
Hepatite B (HBV). Até ao momento, o maior risco de infec¢do ocorre quando os endoscopios
sao usados para aceder a Orgdos como o pancreas que €, normalmente, estéril. O
duodenoscépio usado para a endoscopia ERCP pode ser causa de infec¢des nosocomiais
devido a desinfec¢do inadequada dos endoscépios usados, ou a traumas causados no tecido
que resultam na disseminacao de bactérias da flora colonizante (Alfa e Sitter, 1994).

De facto, Allen et al. (1985) demonstraram que quando se utilizaram duodenoscépios,
advertidamente contaminados com P. aeruginosa, aproximadamente um terco dos pacientes
desenvolveu infeccdes biliares de P. aeruginosa.

Como o endoscopio passa através das membranas mucosas, uma desinfeccdo de alto
nivel em vez da esterilizacdo € aceitdvel. A escolha do desinfectante € uma preocupacio
primdria e informacdes detalhadas tém sido organizadas para facilitar este processo de
decisao.

A Working Party da British Society of Grastroenterology (Alfa e Sitter, 1994)
recomendou o glutaraldeido alcalino (2 %) e Gigasept (10 %) (Butano 1-4 dial/2,5 dimetoxi
tetra-hidrofuranos e formaldeido) como, respectivamente, os anti-bactericida e anti-virico
efectivos que podem adequadamente irradiar o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
HBYV, bem como, bactérias vegetativas.

A necessidade da activagdo do glutaraldeido 2 % torna o trabalho de desinfeccao
laborioso. Para além disso, a ocorréncia de fumos irritantes associados com o formaldeido € o
glutaraldeido aumenta a dificuldade do seu manuseamento (Alfa e Sitter, 1994).

Estudos realizados por Alfa e Sitter (1994) demonstraram que o OPA € um biocida
efectivo de elevado nivel para eliminar bactérias vegetativas, fungos e parasitas de material
clinico, nao sendo necessdrio activar a solucdo de OPA ao contrdario de muitos outros

desinfectantes, como o GTA.
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Os estudos realizados por Gregory et al. (1999) demonstraram que a accdo do OPA ¢é
mais rdpida do que a do GTA. A solucdo de OPA, apds ter sido usada e contaminada com
matéria organica durante trés semanas, mostrou possuir uma actividade antimicrobiana mais
rapida do que a solugdo limpa de GTA (sem matéria organica), tendo o OPA sido preferido
pela maior parte dos utilizadores, realcando que este € menos corrosivo € mais inodoro que o

glutaraldeido.
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3.MATERIAIS E METODOS
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3.1 MICRORGANISMOS

3.1.1 Seleccao de Microrganismos

Equacionando os objectivos, a seleccdo dos microrganismos, para os estudos de
desinfeccdo desenvolvidos nesta drea, recaiu sobre quatro tipos de bactérias: Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens. Segue-
se uma pequena descricao de cada estirpe escolhida.

No ambito deste trabalho estudou-se a desinfeccao de células aderidas a superficies
metdalicas representativas de Instrumentos Médicos, pelo que a escolha dos microrganismos
utilizados no trabalho experimental foi no sentido de representar as condicdes clinicas. Os
microrganismos patogénicos, usualmente, associados a infeccdes humanas e que, portanto,
devem ser usados como modelo sdo Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas spp. e alguns microrganismos anaerébios. Para estudos laboratoriais, estes
microrganismos podem ser obtidos directamente por isolamento clinico ou obtidos de
coleccdes de microrganismos (por exemplo, ATCC -American Type Culture Collection,
Rockille, MD). Nos anos mais recentes, as estirpes normalmente usadas para estudos de
infec¢des in vitro, in vivo ou de adesdo bacteriana relacionada, incluem Staphylococcus
epidermidis (ATCC — 35984 ou ATCC - 35983 ou RP662NA), Escherichia coli (ATCC —
25922) e Pseudomonas aeruginosa (Skowmonski, 2000; Reid, 2000).

Apesar da Pseudomonas fluorescens, ao contrario da Pseudomonas aeruginosa, ser
geralmente considerada de baixa viruléncia tendo, portanto, um pequeno significado clinico,
Alfa et al. (1993) encontraram Pseudomonas spp. em grandes concentragdes em endoscopios
apos utilizacdo. Também noutros estudos, sdo mencionadas infec¢des clinicas originadas pela
P. fluorescens, nomeadamente nos pacientes em tratamento nas dreas da oncologia e
quimioterapia ou, ainda, naqueles que receberam transfusdes de sangue (Hsueh et al., 1998).

Esta bactéria € ubiqua pelo que se torna pertinente o seu estudo.

Pseudomonas fluorescens

O microrganismo utilizado foi uma estirpe da bactéria gram-negativa Pseudomonas
fluorescens, proveniente da coleccdo americana (ATCC 13525). Foi utilizada esta estirpe
devido a disponibilidade de informacdo relativa as condicdes de cultura (Oliveira et al., 1994;
Vieira, 1995), bem como, ao conhecimento das potencialidades de formacdo de biofilme

apresentadas por este microrganismo (Pinheiro, 1987; Vieira, 1995).
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O facto desta bactéria pertencer ao género Pseudomonas, que é um dos mais
frequentemente encontrados em endoscopios apds utilizagdo em doentes das dreas de
oncologia, quimioterapia e em instrumentos médicos utilizados em transfusdes de sangue

(Alfa et al., 1993; Hsueh et al., 1998), também contribuiu para esta opg¢ao.

Pseudomonas aeruginosa

O microrganismo utilizado foi uma estirpe da bactéria gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa, isolada clinicamente. Para além da P. aeruginosa ser um microrganismo presente,
frequentemente, em instrumentos médicos (Hsueh et al., 1998), a Norma Europeia EN 1276:
1997 refere este microrganismo como um dos a testar para avaliar a actividade bactericida de

um produto.

Escherichia coli

A Escherichia coli utilizada foi uma estirpe da bactéria gram-negativa, do género
Enterobacteria, proveniente da coleccio americana (ATCC 25922). E uma estirpe de
referéncia em vdrias aplicagdes e aconselhada, pelo Conselho Europeu na Norma Europeia
EN 1276:1997, como microrganismo a testar para avaliar a eficiéncia de biocidas.

A Escherichia coli causa infecgdes no tracto urindrio que afectam 7 milhdes de pessoas
anualmente sendo estas infec¢des as mais comuns adquiridas por humanos (Boland et al.,
2000). A Escherichia coli enteropatogénica e a Escherichia coli OH 157 sdo microrganismos
patogénicos que causam sérios problemas de saide, quer em paises industrializados, quer em

paises em vias de desenvolvimento (Boland et al., 2000).

Staphylococcus epidermidis

Utilizou-se uma estirpe da bactéria gram-positiva Staphylococcus epidermidis,
proveniente da coleccao americana (ATCC 35984).

Os Staphylococci coagulase-negativo (CNS) sdo componentes normais da flora da pele,
sendo o Staphylococcus epidermidis a mais comum e predominante dessas estirpes. Os CNS
sao largamente associados a infeccdes relacionadas com endoscopios, implantes ou proteses
ortopédicas, vélvulas prostéticas do coragdo, proteses vasculares e outros instrumentos
médicos (Alfa et al., 1993; An et al., 2000; Boland et al., 2000; Dalton et al., 2000). Com a
utilizacdo do S.epidermidis pretendeu-se, também, avaliar o comportamento de uma bactéria
gram-positiva quando face ao mesmo tratamento com o biocida e fazer a comparag¢do com as

bactérias gram-negativas.
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3.1.2 Modo de preservacao dos microrganismos

As bactérias foram conservadas em meio sélido de nutriente agar (Merck) inclinado em
tubos de ensaio rolhados com algodao cardado e mantido a temperatura de 4 °C.
Periodicamente, as culturas foram repicadas para novos tubos inclinados de nutriente agar.

A reactivacao das células foi feita por espalhamento de cada uma das bactérias em meio
s6lido de nutriente agar esterilizado (20 g L) em caixa de Petri e incubacdo a 27 °C + 1 °C,
durante cerca de 24 h. As coldnias assim obtidas constituiam o “stock” de bactérias das vérias

estirpes para pronta utilizacao.

3.1.3 Meios de cultura

Meio de cultura da Pseudomonas fluorescens
Esta bactéria foi capaz de crescer num meio sintético aquoso, cuja composicao se

descreve na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Composi¢cdo do meio de cultura para a bactéria P. fluorescens.

Componente Concentracao (g/L)
Glicose anidra 5.00
Peptona 2.50
Extracto de levedura 1.25

O meio foi preparado dissolvendo todos os componentes em dgua destilada, mantendo-
se o pH a 7.0 £ 0.2 pela adi¢do de sais constituintes do tampao fosfato pH 7, cuja composicao
se descreve na Tabela 3.2. A solugdo foi entdo esterilizada em autoclave a 121 °C durante 20

min (Pereira, 2001).

Tabela 3.2 Composicdo da solugcdo de tampao fosfato pH 7 (0.2 mol/L) utilizada para a manuten¢do do pH do
meio de cultura da bactéria P. fluorescens.

Componente Concentracao (g/L)

KH,PO, 1.88
Na,HPO, 2.15
HC1 ou NaC1® -

(1) quando necessdrio para acerto do pH
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Meio de cultura da E. coli, S. epidermidis e P. aeruginosa
Estas estirpes foram capazes de crescer num meio sintético aquoso (TSB), cuja

composi¢ao se descreve na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Composi¢do do meio de cultura TSB para as bactérias E. coli, S. epidermidis e P. aeruginosa.

Componente Concentracao (g/L)
Peptona caseina 17
Peptona de farinha de soja 3
D — glucose 2,5
NaCl 5
Na,HPO, 2,5

O meio foi preparado dissolvendo-se todos os componentes em dgua destilada, sendo o
pH mantido a 7.0 = 0.2, pela adicao dos sais constituintes do tampao fosfato salino (PBS) pH

7. A solugao obtida era entdo esterilizada em autoclave a 121 °C durante 20 min.

3.1.4 Preparacio da cultura de células de Pseudomonas fluorescens

A bactéria P. fluorescens foi crescida num reactor continuo dotado de agitagcdo e
arejamento. Para tal, preparou-se, em condi¢des assépticas, um inéculo num matraz de 250
ml, inoculando 100 ml de meio de cultura tamponado (Tabela 3.1) com células obtidas a partir
do espalhamento da bactéria em caixa de Petri e incubando a 27 °C com agitagdo orbital (120
rpm), durante aproximadamente 12 h (tempo necessdrio para que a cultura se encontre em
plena fase exponencial). Decorrido esse tempo, o indculo estava pronto a ser transferido para
o reactor continuo comercial num volume correspondente a cerca de 10 % do volume do
reactor (Pereira, 2001).

O reactor de vidro tinha 1 L de capacidade maxima e a sua agitag¢ao foi promovida pela
colocagdo do reactor sobre uma placa de agitacdo magnética de velocidade reguldvel e
introducdo de uma barra magnética adequada no seu interior. O arejamento do reactor foi
conseguido pela entrada de ar atmosférico fornecido por um arejador de aqudrio de caudal
reguldvel. O ar, antes de entrar no reactor, era esterilizado por filtragio membranar

(Acrodisco).
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O reactor foi, previamente, esterilizado em autoclave a 121 °C, durante 30 min, ja
contendo meio de cultura tamponado, bem como a barra magnética para posterior agitacao, e
tendo ja instalado e devidamente acondicionado o tubo dispersor de oxigénio para promog¢ao
do arejamento e os tubos em silicone necessarios para a alimentag¢ao e arejamento do reactor.

Apos inoculagdo, o reactor operou em modo descontinuo durante cerca de 12 h, de
forma a obter-se uma concentracido celular elevada. Findo este tempo, o reactor passou a
operar em modo continuo pela alimentacdo de meio de cultura fresco ao reactor através de
uma bomba peristaltica. Sempre que necessario, foram adicionadas a cultura 1 a 3 gotas de
agente anti-espuma de silicone (Merck 7743). O nivel do reactor foi mantido constante pela
saida do excesso de cultura microbiana para um reservatério fechado contendo hipoclorito de

sddio comercial.

3.1.5 Preparacao das culturas de células de E. coli, S. epidermidis e P. aeruginosa

Para cada bactéria preparou-se, em condi¢des assépticas, 100 mL de uma suspensao
celular num matraz de 250 ml contendo meio de cultura tamponado (Tabela 3.3), inoculado
com 25 ml de um pré-inéculo, obtido a partir da cultura da bactéria em caixa de Petri e
incubando a 27 °C com agitacdo orbital (120 rpm), durante aproximadamente 15 h. A
suspensdo celular obtida encontrava-se em fase exponencial e pronta a ser utilizada nos
ensaios posteriores.

Todo o material de vidro e restante material experimental em contacto com o meio de
cultura e reagentes ou com amostras, excepto aqueles que foram adquiridos esterilizados,

foram esterilizados em auto-clave a 121 °C, por um tempo minimo de 15 min.

3.2 TESTES DE ADESAO ESTATICA

3.2.1 Preparacao das placas de adesao

Nos testes de adesdo de células bacterianas, utilizaram-se placas de aco inoxidavel (ASI
316) de dimensdes 8 mm x 8 mm como superficie de teste. A opcdo pelo aco inoxidavel
baseou-se, essencialmente, no facto de grande parte dos equipamentos médicos serem
fabricados com este material, para além desta liga metalica ser compativel com o biocida

seleccionado para este estudo.
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Previamente a sua utilizacdo, as vdrias placas de aco inoxiddvel foram desengorduradas
utilizando detergente comercial para remoc¢ao de gorduras e residuos de matéria organica (An
e Skowronski, 2000), lavadas abundantemente com 4gua da torneira e reservadas em etanol

(Pereira, 2001).

3.2.2 Adesao estatica bacteriana as placas

A adesdo estatica foi promovida colocando em contacto, nos pocos (10 mm de
diametro) de uma placa de cultura celular (Greiner Labortecnik), a suspensaocelular de cada
estirpe bacteriana com a placa de aco inoxidédvel, durante um determinado periodo de tempo.

Para tal, numa primeira fase, retirou-se, em condicdes de assepsia, uma amostra de uma
suspensao celular do reactor em continuo, no caso da P.fluorescens, ou dos matrazes, no caso
das restantes estirpes, e centrifugou-se, durante 5 min, a 5000 rpm, e a 10 °C. Rejeitou-se o
sobrenadante e lavaram-se as células com tampdo fosfato salino a pH=7 (PBS). O
procedimento de lavagem, executado por centrifugacdo, foi repetido trés vezes, sempre em
condic¢des de assepsia.

Para cada estirpe de bactérias, ap6s o procedimento de lavagem, as células foram
ressuspendidas em PBS para obter suspensdes com concentracdes celulares de 0,5x10° células
/ml de P. fluorescens, 1x10® células /ml de P. aeruginosa e de E. coli e 2x10° células /ml de
S. epidermidis, respectivamente. Destas suspensdes, eram retiradas amostras de 2 ml e
introduzidas em cada um dos 24 pocos de uma placa de cultura de células estéril onde,
previamente, foi colocada uma placa de aco inoxidavel. As placas de cultura foram incubadas
durante tempos varidveis (lh £ 5 min a 5h + 5min), a 27 °C £ 1 °C, a 120 rpm, numa
incubadora orbital. Os ensaios de adesdo foram executados em triplicado para cada estirpe.

O objectivo destes ensaios foi determinar, para cada estirpe utilizada, o tempo de adesao
das bactérias as placas de aco inoxidavel necessdrio para obter uma cobertura de superficie de
cerca de 10° células/cm®. Este valor correspondia a menos de 500 células por imagem

adquirida, nimero necessdrio para conseguir uma monocamada de células aderidas.
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3.2.3 Protocolos de lavagem e de coloracio das células aderidas para avaliacao das células

totais e viaveis

Lavagem

Apds o tempo de adesdo, retirou-se com uma micropipeta a suspensdo bacteriana
sobrenadante de cada poc¢o da placa de cultura. Posteriormente, as placas de aco inoxidavel
com as células aderidas de cada poco foram lavadas cuidadosa e gentilmente com 5 mL de
PBS, utilizando uma micropipeta e direccionando o jacto para as paredes de cada pogo. O
procedimento de lavagem das placas repetiu-se trés vezes, tendo-se o cuidado de manter a
superficie imersa em liquido durante a lavagem, de modo a evitar o movimento ar-liquido na

interface que podia afectar as células aderidas.

Células totais

Para a contagem das células totais aderidas as placas de ago inoxiddvel, colocou-se, em
cada poco da placa de cultura de células, 300 pul de DAPI e incubou-se, a temperatura
ambiente, durante 30 min (escolhido apds vérios testes). Imediatamente a seguir, observou-se
cada placa de aco por microscopia de epifluorescéncia usando o filtro de excitagdo a 470 nm.
De cada placa de aco adquiriram-se 20 campos diferentes e registou-se cada imagem em

suporte digital.

Células vidveis

Para a contagem de células vidveis usou-se o marcador L/D, anteriormente descrito no
Capitulo 2. Em cada pogo colocou-se 250 pl de SYTO 9 e 250 pl de iodeto de propidio (PI) e
deixou-se a incubar no escuro, durante 15 min. Imediatamente a seguir, observou-se a placa
por microscopia de epifluorescéncia usando o filtro de excitacdo 320-390 nm. De cada placa
de aco analisaram-se 20 campos diferentes e guardou-se cada imagem em suporte digital.
Saliente-se que este marcador perde rapidamente a fluorescéncia pelo que a observacao foi

efectuada imediatamente a seguir a coloracao com L/D.

3.3 TESTES DE DESINFECCAO COM CELULAS ADERIDAS

Nestes testes de desinfec¢do as células foram expostas a um biocida, o orto—ftalaldeido
(OPA), testando-se diferentes concentracdes e diferentes tempos de exposi¢do, na presenca e

na auséncia de substancias interferentes (BSA).
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3.3.1 Biocida

O biocida utilizado foi o Cidex ® OPA (Advanced Sterilization Products, Johnson &
Johnson), uma soluc@o cujo principio activo € o orto—ftalaldeido. Esta solu¢do biocida €
comercializada para utilizacdo em instalacdes de satde que necessitam de um desinfectante de
alto nivel, alternativo aos outros aldeidos. Pode ser utilizado em laboratérios de endoscopia,

unidades de tratamento ambulatdrio, terapia respiratoria e unidades de cirurgia dentéria/geral.

3.3.2 Efeito da variacao da concentraciao de OPA

Nos testes de desinfeccdo, as concentragdes de OPA testadas foram de 0.05 % (p/v),
0.075 % (p/v), 0.1 % (p/v), 0.125 % (p/v), 0.25 % (p/v), 0.55 % (p/v), pertencendo as duas
primeiras, segundo o fabricante, a um intervalo nao activo e as duas ultimas a um intervalo
activo, para um tempo de contacto de 5 min. A concentragao da solucdo do produto a testar
deve ser 1,25 vezes a concentracdo requerida no teste (EN 1276, 1997).

As solucgdes foram preparadas em baldes volumétricos de 100 ml por diluigdo com agua
destilada esterilizada, da solucio — mae de OPA comercial, cuja concentracdo de produto
activo € 0,55 % (p/v).

Os testes de desinfeccao com células aderidas iniciaram-se com a realizacao da adesao
de células bacterianas as placas de aco inoxidédvel, como descrito no ponto 3.2.2. A placa de
aco inoxiddvel com células aderidas presente em cada pogo da placa de cultura de celular foi
lavada como descrito no ponto 3.2.3. Apds a lavagem, adicionou-se a cada pogo 2,0 ml do
desinfectante OPA com a concentracdo a testar, e deixou-se actuar durante 5 min, como
aconselhado pela Norma Europeia EN 1276 e pelo fabricante do OPA. Uma das placas de aco
inoxiddvel com células aderidas ndo foi sujeita ao ensaio de desinfec¢dao funcionando como
controlo do ensaio, tendo ao pogo contendo esta placa sido adicionados 2 ml de dgua destilada
esterilizada. Apds o tempo de exposi¢ao ao biocida, procedeu-se novamente a lavagem da

placa de ago inoxidavel, a qual se seguiu a coloragdo como descrito no ponto 3.2.3.

3.3.3 Efeito do tempo de exposicao ao OPA

Para o estudo do efeito de diferentes tempos de exposi¢do na ac¢do antimicrobiana do
OPA seguiram-se os procedimentos descritos no ponto 3.3.2. Para diferentes concentragdes de
OPA (0.05, 0.075 € 0.1 % p/v) variou-se o tempo de exposicao das células aderidas ao biocida
(5,7 e 10 min).

De salientar que este estudo sé foi efectuado com células aderidas de P. fluorescens.
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3.3.4 Efeito da presenca de substiancias interferentes na ac¢io do OPA

As condi¢des escolhidas para avaliar a eficdcia do biocida reflectem parametros que sao
encontradas em situagdes praticas reais e que podem influenciar a accdo de anti-sépticos e
desinfectantes.

Simularam-se condigoes limpas (condicOes representativas das superficies que receberam
um programa de limpeza satisfatério e/ou sabe-se que contém niveis minimos de materiais
quer organicos quer inorganicos) o que, de acordo com a norma europeia EN 1276:1997, se
obtém pela adicdo de uma solugdo de albumina de soro bovino (BSA) a suspensdo celular
aquando dos testes de adesdo, de modo a obter uma concentracdo de BSA de 0.3 g/L.. Simularam-
se, ainda, condigodes sujas que, de acordo com a mesma Norma Europeia, se obtém pela adi¢ao de
uma solucdo de albumina de soro bovino a suspensao celular a ser utilizada nos testes de adesao,

de forma a obter uma concentracdo de BSA de 3 g/L.

Preparacdo das solugdes de BSA

Para a simulacdo das condi¢des limpas, dissolveram-se 0,3 g de albumina de soro
bovino (Merk) em 1000 ml de dgua destilada. De seguida a solugdo foi esterilizada por
filtracdo em membrana. Para a simulacdo de condicdes sujas procedeu-se do mesmo modo
mas utilizando 3 g de albumina bovina. Estas solugdes foram utilizadas para preparar

suspensoes celulares com 0.3 g/L e 3 g/LL de albumina de soro bovino, respectivamente.

Protocolo de teste de desinfec¢cdo com substincias interferentes

Para o estudo do efeito de BSA na accdo do OPA, o procedimento experimental
efectuado foi similar ao descrito no ponto 3.3.2. O procedimento de adesdo foi semelhante ao
descrito no ponto 3.2.2, com excepcdo de que a cada pogco da placa de cultura foram
adicionados 2 ml de suspensao celular contendo 0.3 g/L e 3 g/LL de albumina de soro bovino,

de forma a promover a adesdo em condi¢des limpas e em condicdes sujas, respectivamente.

3.3.5 Avaliacio da percentagem de sobrevivéncia de células aderidas

O efeito do OPA na viabilidade das células aderidas das quatro estirpes bacterianas foi
avaliado quantitativamente em termos de percentagem de sobrevivéncia das células aderidas,

para cada concentracdo de biocida e para cada intervalo de tempo estudado, tendo como
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controlo o ensaio realizado na auséncia de OPA. A percentagem de sobrevivéncia celular
foi calculada utilizando a seguinte equagao:

NT - NM
—X

% Sobrevivéncia = 100

em que NT representa o nimero total de células aderidas por cm” (soma das células vivas e
2 . 2 . 2 : 2
das células mortas) e NM o nimero de células mortas aderidas por cm”, determinados apds

coloragdo com L/D.

3.4 TESTES DE DESINFECCAO COM CELULAS EM SUSPENSAO

Para a avaliacio do efeito antimicrobiano do biocida em células em suspensio,
utilizaram-se os métodos descritos na Norma Europeia EN 1276:1997, com a finalidade de

testar a actividade antimicrobiana do produto.

3.4.1 Protocolo dos testes de desinfeccao realizados com células em suspensio

Num tubo de ensaio esterilizado, adicionaram-se 2,0 ml da suspensao celular (obtida de
acordo com o procedimento descrito em 3.2.2 para preparacdo das células para os ensaios de
adesdo), contendo 1,5><108 cfu/ml, a 8,0 ml da solu¢do de OPA com a concentragdo a testar.
Agitou-se vigorosamente durante 10 s num vortex e deixou-se em repouso durante 5 min.
Ap6s este tempo de contacto, pipetou-se 2,0 ml da mistura de teste para novos tubos de ensaio
esterilizados e adicionou-se 8,0 ml de solucdo neutralizante. O neutralizante utilizado foi uma
solucdo aquosa de tiosulfato de sédio com uma concentragdo de 5 g/L. Agitou-se a mistura
num vortex durante 10 s e deixou-se em repouso durante 5 min, para neutralizar a ac¢dao do
biocida.

Ap6s a neutralizagdo do OPA, a suspensdo celular foi filtrada utilizando uma membrana
negra (Nucleopore). Seguidamente, as células foram coradas com L/D e observadas por

microscopia de epifluorescéncia.

3.4.2 Teste de desinfeccao realizados com células em suspensio na presenca de BSA

Pipetou-se 1,0 ml de solu¢do de BSA, para um tubo de ensaio esterilizado. Adicionou-
se 1,0 ml da suspensao celular contendo 1,5 x 10% cfu/ml. A mistura foi agitada durante 2
min. Apés este tempo, adicionaram-se 8,0 ml da solucdo de OPA com uma determinada

concentracdo. Agitou-se novamente e deixou-se em repouso durante 5 min.
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Ap0s este tempo de contacto, pipetou-se 2,0 ml da suspensdo de teste e adicionou-se 8,0
ml de neutralizante. O neutralizante utilizado foi uma solu¢io aquosa de tiosulfato de s6dio a
5 g/L. Agitou-se tendo-se deixado a neutraliza¢do a decorrer durante 5 min.

Ap6s a neutralizacdo do OPA, a suspensao celular foi filtrada por uma membrana negra

(Nucleopore). No final, as células foram coradas com L/D e observadas por epifluorescéncia.

3.4.3 Avaliacio da percentagem de sobrevivéncia de células em suspensao

O efeito do OPA na viabilidade das células em suspensdo das quatro estirpes
bacterianas foi avaliado quantitativamente em termos de percentagem de sobrevivéncia das
células em suspensdo, para cada concentragdo de biocida e para cada intervalo de tempo,
tendo como controlo o ensaio realizado com células em suspensdo na auséncia de OPA. Os
resultados, expressos em percentagem, foram determinados utilizando a seguinte equagao:

NT - NM
% Sobrevivéncia = ——x100
NT

em que NT representa o ndimero total de células em suspensdo por cm’ de membrana negra e

. < 2
NM o ndmero de células mortas por cm” de membrana negra.

3.4.4 Calculo da Concentracao minima bactericida

Para cada estirpe bacteriana e para cada condic¢do testada calculou-se a concentragdo
minima bactericida (MBC — minimum bactericidal concentration), isto €, a concentracdo

necessdria para obter uma reducio de 99 % no nimero de células vidveis.

3.5 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE CELULAS POR ANALISE DE IMAGEM

Neste trabalho optou-se pela contagem das células in situ, minimizando-se as alteracoes
das células que ocorrem com outros métodos de quantificacdo e que, geralmente, requerem a
remocgao das células da superficie de adesao.

As amostras para quantificacdo celular foram obtidas dos ensaios de adesdo, de
desinfeccdo e dos testes com células em suspensdo. Essas amostras foram coradas e

observadas ao microscépio imediatamente depois.
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Para a observacdo ao microscopio, as vdrias amostras coradas foram colocadas numa
lamina de vidro, cobertas com uma lamela (18x18 mm) e observadas num microscépio de
epifluorescéncia Leitz (Leitz, Stuttgart). A ampliacdo utilizada foi de 630x, para todos as
estirpes bacterianas e a fonte de luz foi mantida no valor minimo.

A aquisi¢do foi efectuada recorrendo a uma camara de Cores Sony (Hitachi, Tokyo) com
escala de 256 valores, equipada com uma placa de aquisicdo de imagens Meteor (Matrox,
Monreal) e utilizando o software Image-Pro 5 (Media Cybernetics, Analysis Software). O
valor do contraste de aquisi¢ao foi de 200 % e da luminosidade de 150 %, definidos no
software de aquisi¢ao Image-Pro.

Para cada amostra adquiriram-se 20 imagens que foram, posteriormente, tratadas pelo
programa Sigma Scan Pro (SPSS Inc.) instalado num computador pessoal (PC). Um dos
maiores potenciais do analisador de imagem ““Sigma Scan Pro” é a sua capacidade de permitir
realizar medi¢Oes especiais sobre a imagem. Através do comando ‘“Measurement” os objectos
podem ser identificados, contados e medidos.

Quando o objectivo é contagem de objectos, estes sao identificados pela sua
intensidade. O ideal serd que os objectos a identificar sejam perfeitamente distinguiveis do
fundo e tenham uma gama de intensidade diferente da de outros elementos da imagem. Na
Figura 3.1 apresenta-se um esquema da instalacdo para observacdo das amostras e aquisi¢ao

das imagens.

P ey — s et

Figura 3.1 — Representacdo do sistema de aquisi¢do de imagem.

Neste trabalho, os objectos foram células de P. fluorescens, E.coli, P. aeruginosa e S.
epidermidis, quer aderidas nas placas de aco inoxidavel nos ensaios de adesdo e nos testes de
desinfeccdo com células aderidas, quer nas membranas negras (Nucleopore) nos ensaios de
desinfeccdo com células suspensas. Recorreu-se ao comando “Area”, que calcula a drea em
pixels ocupada por cada objecto. Entenda-se objecto como uma célula ou conjunto de células.
A partir da Area global obtida para cada imagem, foi possivel calcular o nimero de células

aderidas no instante da aquisi¢do da imagem.
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As imagens digitalizadas no ambito deste trabalho experimental, foram adquiridas com
fundos escuros cuja intensidade variava de forma a obter uma melhor distin¢do entre objectos

e fundo.

3.6 METODOS ESTATISTICOS

Testes de significdancia baseados na distribuicdo de t de student

Com o intuito de testar os resultados obtidos durante a execucdo do trabalho prético,
estes foram testados estatisticamente no sentido de verificar se as diferencas resultantes da
variacdo dos parametros estudados, em relacdo aos verificados nos ensaios de controlo,
poderiam ser consideradas estatisticamente significativas. Para tal, recorreu-se a distribui¢ado ¢
de student para comparacio das médias obtidas em dois conjuntos de determinagdes em que
os resultados de um conjunto podem ser emparelhados com os resultados de outro conjunto.
Utilizou-se o método das diferencas testando-se a hipdtese nula das diferencas entre as
médias. Os resultados experimentais que apresentaram as diferencas entre os pares de valores,
com niveis de confianca superiores a 95 %, foram considerados estatisticamente

significativos.

Rejeicdo de dados experimentais baseados na Distribuicdo de t de student
Sempre que a andlise dos resultados experimentais considerou que certos valores eram

significativamente diferentes ou iguais entre si ou entre um valor de referéncia, recorreu-se a
andlise estatistica de rejeicdo de dados experimentais. Esta andlise estatistica foi baseada na
distribuicao de ¢ de student, em que para n resultados experimentais um dos resultados difere
apreciavelmente dos restantes. Esse valor discrepante (x) pode ser rejeitado com niveis de
confianca de 95 % e para n-2 graus de liberdade, se:

X-p

< |~ loss

S

X

considerando que Sy € o desvio padrdo e pu a média dos resultados nao discrepantes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sumario

Neste Capitulo apresentam-se os resultados experimentais correspondentes a aplica¢io

do orto-ftalaldeido (OPA) as bactérias P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S. epidermidi
em suspensao e aderidas a superficies de aco inoxiddvel.

Os objectivos do trabalho foram a averiguacdo da eficdcia de diferentes concentracdes

de biocida nas células aderidas ao aco e em suspensdo e a avaliacdo do efeito da presenca de
albumina de soro bovino na eficiéncia antimicrobiana do OPA. Por fim estuda-se o efeito do
tempo na eficdcia antimicrobiana do biocida sobre células de P. fluorescens aderidas a aco

inoxiddvel.
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4.5  Avaliacdo do efeito do tempo de contacto na eficdcia do biocida........................... 81
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4.1 INTRODUCAO

A eficédcia de substancias antimicrobianas no controlo de microrganismos depende de
varios parametros, nomeadamente, do tipo de microrganismo presente, do modo de
crescimento do microrganismo -em suspensio ou aderido a superficies-, da concentracao do
biocida, do tempo de exposi¢do, do pH, da presenca de substancias interferentes, entre outros.

Com este trabalho pretendeu-se avaliar a eficdcia de um biocida, utilizado em meio
hospitalar, na inactivacao de trés espécies de bactérias gram-negativas € uma gram-positiva,
aderidas a superficies, na auséncia e na presenca de susbtancias interferentes, em funcdo da
concentracdo de biocida. Para comparacdo, efectuaram-se também testes com bactérias em
suspensao.

Para assegurar a reprodutibilidade dos ensaios foi optimizado, numa fase prévia, o

tempo de adesdo das bactérias a superficie, na auséncia e na presenca de BSA.
4.2 ADESAO ESTATICA DE CELULAS MICROBIANAS A ACO INOXIDAVEL

4.2.1 Adesao de P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S.epidermidis a aco inoxidavel

O objectivo destes ensaios foi determinar, para cada estirpe utilizada, o tempo de
adesdo das bactérias as placas de aco inoxiddvel necessdrio para obter uma cobertura de
superficie de cerca de 10° células/cm?. Este valor correspondia a menos de 500 células por
imagem adquirida, nimero necessario para conseguir uma monocamada de células aderidas.
Efectuaram-se ensaios de adesdo com suspensdes celulares de cada estirpe estudada, para
diferentes tempos de contacto, de modo a determinar-se o tempo Optimo de adesdo
(concentracio de bactérias aderidas da ordem de 10° células/cm?). As concentracdes das
suspensoes celulares das vdarias estirpes utilizadas, ao longo de todo o trabalho, foram de 1 x
10® células/ml (DO¢40 nm = 0.02) para a P. fluorescens, 1 x10% células/ml (DO¢40 nm = 0.01)
para a P. aeruginosa, 1 x 10 células/ml (DOg640nm = 0.01) paraa E. colie 1 x 10® células/ml
(DOg40 nm = 0.01) para o S. epidermidis (Bruisma et al., 2001; Lansgrud e Sundheim, 1998).
Os resultados destes testes preliminares nao sao apresentados no ambito deste trabalho, mas, a
titulo de exemplo, apresentam-se na Figura 4.1 imagens digitalizadas de fotografias da
superficie de ago colonizado com P. fluorescens, para diferentes tempos de contacto com a

suspensao celular.
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Figura 4.1 — Imagens digitalizadas de fotografias de microscopia obtidas por epifluorescéncia de células de P.
fluorescens aderidas a placas de aco inoxiddvel, ao fim de diferentes tempos de contacto a
suspensdo celular. As células foram coradas com DAPI ap6s um tempo de adesdo de: 1 h (a), 2 h
(b), 3h (c), Sh(d).

Pela andlise da Figura 4.1 verifica-se que o nimero de células aderidas a superficie
aumenta em funcdo do tempo e que o tempo de adesdo considerado Optimo para a P.
Sfluorescens foi de 2 h, uma vez que a este periodo de tempo correspondeu uma cobertura de
superficie adequada para os posteriores testes de desinfec¢do com células aderidas. Tal como
se pode constatar pelas imagens, para tempos superiores a 2 h, deixa de se observar células
em monocamada, passando a predominar aglomerados bacterianos que dificultam a
observacdo e posterior contagem.

Para as restantes estirpes bacterianas, € com base em observacdes idénticas, 0 tempo
de adesdo considerado para obter a cobertura de superficie 6ptima foi de 1 hora.

Para averiguar a reprodutibilidade dos ensaios de adesdo considerados 6ptimos,
fizeram-se ensaios de adesdo com as vdrias estirpes para o tempo 6ptimo de adesdo. A Figura
4.2 apresenta, para cada uma das estirpes bacterianas, o nimero de células aderidas por cm’,

para varios ensaios independentes.
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Figura 4.2 — Numero médio de células de (a) P. fluorescens, (b) P. aeruginosa, (c) E. coli, (d) S. epidermidis,
aderidas a superficie de aco inoxidavel, por cmz, apos, respectivamente, 2 h e 1 h de adesao.

Pela observacdo da Figura 4.2, verifica-se que o numero de células aderidas de cada
estirpe por cm® ndo varia significativamente de ensaio para ensaio (p> 0.05) o que torna
possivel a comparagao entre as vdrias situagdes praticas simuladas. Concluiu-se que o nimero

de células aderidas ndo varia significativamente de estirpe para estirpe.

4.2.2 Efeito da BSA na adesao das bactérias a aco inoxidavel

O potencial de interferéncia da presenga de BSA na adesdo de células bacterianas a
superficies metdlicas foi avaliado através da quantificacdo do nimero de células aderidas ao

aco inoxiddvel ao fim do mesmo tempo de adesdo utilizado na auséncia de BSA.

As Figuras seguintes apresentam o nimero médio de células aderidas por cm” para 4
experiéncias independentes, para as diferentes estirpes testadas, utilizando suspensoes

bacterianas com respectivamente 0,3 g/L. de BSA (Figura 4.3) e 3 g/L. de BSA (Figura 4.4).
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Figura 4.3 — Numero médio de células de (a) P. fluorescens, (b) P. aeruginosa, (c) E. coli, (d) S. epidermidis,
aderidas a superficie metalica por cm’, na presenca de 0,3 g/L de BSA
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Figura 4.4 — Nimero médio de células de (a) P. fluorescens, (b) P.aeruginosa, (c) E. coli, (d) S. epidermidis,
aderidas a superficie por cm’, na presenca de 3 g/L de BSA.
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Pela andlise das Figuras, verifica-se que o nimero de células de cada uma das estirpes
aderidas a superficie ndo varia significativamente para o mesmo tipo de ensaio (p>0.05),
indicador da reprodutibilidade das experiéncias. Esta constatacao foi reforcada pela Tabela
4.2 que sumaria o nimero médio de células aderidas a superficie de aco inoxidavel, para cada

uma das estirpes, na auséncia e na presenca de 0.3 e 3 g/L. de BSA, respectivamente.

Tabela 4.2 — Nimero médio de bactérias aderidas ao aco, para cada estirpe, na auséncia e na presenga de 0.3 ¢ 3
g/L de BSA, respectivamente.

Tempo N° médio de células N° médio de células N° médio de células
Estirpe adesao aderidas/cm’ aderidas/cm’ aderidas/cm’
(h) auséncia de BSA 0,3 g/L. de BSA 3 g/LL. de BSA
P. fluorescens 2 6.7 x 10° 2.0 x 10° 2.0 x 10°
P. aeruginosa 1 2.5%10° 2.4 % 10° 2.2 x10°
E. coli 1 2.3 % 10° 2.2x10° 2.2 % 10°
S. epidermidis 1 2.3 % 10° 2.0x 10° 2.2 % 10°

Comparando os resultados obtidos na presenga de BSA com os resultados obtidos na
auséncia de BSA, verifica-se que a presenga desta proteina, nas condicdes iniciais, parece nao
afectar signitivamente a adesdo das bactérias a superficie, diminuindo o ndmero total de
células aderidas por cm? em cerca de 29 90, 13 %, 4 % e 13 %, respectivamente, para P.
fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S epidermidis. O nimero médio de células de cada
estirpe aderidas a superficie para as duas concentragdes de proteina ndo apresenta diferencas

significativas entre si (p> 0.05).

A BSA pode diminuir a adesdo das bactérias devido a sua adsor¢cdo as superficies, tal
como referido por Cunliffe et al. (1999) quando avaliaram o efeito da adesdo de L.
monocytogenes a superficies pré-incubadas com BSA e por Rubio et al. (2002) na adesao de
P. fragi a ago inox condicionado por BSA. No presente trabalho, as bactérias e a BSA
estiveram simultaneamente em contacto com a superficie, mas como o processo de adsorcado
das proteinas as superficies € um processo muito mais rdpido que a adesdo dos
microrganismos, pode considerar-se semelhante a pré-incuba¢do da superficie com as

proteinas. A monocamada de proteinas adsorvidas a superficie vai assim condicionar o

processo de adesdo, pois o material torna-se menos hidrofébico.
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Porém, as proteinas, também, podem influenciar a adesdo de bactérias a superficie de
aco apos a ligacdo com a parede celular, pelo que os resultados obtidos podem ndo ser

comparaveis com os dos autores referidos anteriormente.

A reducgdo de adesdo € somente mais evidente no caso da P. fluorescens o que pode ser
atribuido ao maior tempo de contacto das células bacterianas e das proteinas com a superficie.
Para além do menor tempo de contacto que se observou nas restantes estirpes € que pode ter
influenciado o processo de adesdo, podem ainda estar envolvidos outros mecanismos de

adesdo que superam a influéncia das proteinas.

4.3 ENSAIOS DE DESINFECCAO COM CELULAS EM SUSPENSAO

Os testes de eficdcia do biocida com células em suspensdo incluiram o estudo do
comportamento das diferentes estirpes bacterianas para diferentes concentracdes de OPA apds
contacto de 5 min. A percentagem de sobrevivéncia das bactérias, calculada como descrito no

ponto 3.4.3, apresenta-se na Figura 4.6.
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Figura 4.6 — Sobrevivéncia de células de (a) P. fluorescens, (b) P. aeruginosa, (c) E. coli e (d) S. epidermidis em
suspensdo apds 5 min de contacto com diferentes concentragdes de OPA (0.025, 0.05, 0.075,
0,1, 0,25 € 0,55 (% p/v)). O asterisco indica que as células ndo sobreviveram.
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A andlise da Figura 4.6 permite verificar que, em qualquer uma das situagdes, a
medida que a concentracdo de OPA utilizado aumenta a percentagem de sobrevivéncia celular
diminui.

No caso da P. fluorescens (Figura 4.6 (a)), verifica-se que para uma concentragao de
OPA de 0.025 % (p/v) e para um tempo de exposicdo ao biocida de 5 min, ainda existe uma
sobrevivéncia aproximada de 31% das células em suspensdo. Contrariamente, para valores
acima desta concentracdo a sobrevivéncia bacteriana baixa drasticamente. Conclui-se, entao,
que para células de P. fluorescens em suspensao, e na gama de concentracdes testada, 0.075
% (p/v) de OPA é a concentragdo minima bactericida (MBC), isto é, a concentracio
necessdria para obter uma reducdo de 99 % no nidmero de células vivas. Para um grau de
confianca de 95 %, concluiu-se que a percentagem de sobrevivéncia resultante da aplicacdo
de 0.025 % (p/v) é significativamente diferente das percentagens obtidas para as
concentracdes de 0.05 % (p/v) e 0.075 % (p/v) (p <0.05). Adicionalmente, verificou-se ainda
que as diferengas observadas entre os valores das percentagens de sobrevivéncia obtidas com

as outras concentracdes (0.05 % (p/v) e 0.075 % (p/v)) ndo sdo significativas entre si.

A andlise da Figura 4.6 (b) mostra que para as células de P. aeruginosa, € na gama de
concentracdo testada, 0.25 % (p/v) de OPA é a concentragdo minima bactericida (MBC).
Contrariamente ao esperado, para uma concentracdo de 0.55 % de OPA uma percentagem de
células em suspensdo ainda continua vidavel (cerca de 4 %). Porém, constatou-se que as
diferencas observadas entre os valores das percentagens de sobrevivéncia obtidas entre as
concentracdes 0.25 % (p/v) e 0.55 % (p/v) de OPA nido sdo estatisticamente significativas
entre si. Verificou-se ainda que para um grau de confianca de 95 %, a percentagem de
sobrevivéncia resultante da aplicacao de 0.25 % (p/v) € significativamente diferente das

percentagens obtidas para as concentragdes de 0.1 % (p/v) e 0.075 % (p/v) (p <0.05).

A Figura 4.6 (c) mostra que no caso de células de E. coli e para as concentracdes de
OPA testadas, a concentracdo minima bactericida (MBC) € de 0.55 % (p/v). As percentagens
de sobrevivéncia foram comparadas estatisticamente e concluiu-se que o valor de
sobrevivéncia para a concentracdo de 0.55% ¢é significativamente diferente (p<0.05) quando
comparado com a percentagem de sobrevivéncia dos restantes ensaios, enquanto que oOS
valores obtidos para as concentragcdoes 0.25 % (p/v), 0.125 % (p/v) e 0.1 % (p/v) ndo
apresentam diferencas significativas entre si apesar de serem muito inferiores ao valor obtido

para o controlo.
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Pela andlise da Figura 4.6 (d) observa-se que para uma concentracao 0.25 % (p/v) de
OPA, e para um tempo de contacto de 5 min, ainda existe uma sobrevivéncia significativa
(cerca de 19 %) de células de S. epidermidis. Verifica-se, também, que para uma concentracao
de OPA de 0.55 % (p/v) e para um tempo de exposicio de 5 min a percentagem de

sobrevivéncia € ainda de 2 %, ndo sendo suficiente para inviabilizar a totalidade das células.

Conclui-se, tal como foi referido por varios autores (McDonell e Russel, 1999) que a

concentracdo de biocida € um parametro importante na inviabiliza¢ao de células bacterianas.

Apresenta-se, a seguir, uma tabela resumo com as MBC de OPA para as diferentes

estirpes bacterianas estudadas.

Tabela 4.5 - Concentracdes minimas bactericidas (MBC) do OPA para cada uma das estirpes em suspensao

Bactéria MBC (% p/v)
P.fluorescens 0.075
P.aeruginosa 0.25
E.coli 0.55
S.epidermidis > 0.55

Os resultados obtidos mostram que a P.fluorescens tem um valor de MBC bastante menor

que os valores de MBC das outras estirpes bacterianas.

Esta Tabela permite concluir que no presente estudo ndo se encontrou maior resisténcia
ao biocida no caso das bactérias gram—negativas quando comparadas com as gram—positivas,
como pode sugerir a Tabela 2.11 da hierarquia da susceptibilidade a accao dos biocidas que
indica as bactérias gram-positivas como menos resistentes a accdo dos biocidas, devido a
constituicdo da sua parede celular. Estes resultados vao de encontro aos de Walsh et al. (1998)
que mostraram que, contrariamemnte ao GTA, o OPA actua indiferenciadamente nas

bactérias gram-negativas e gram-positivas.
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Os resultados obtidos mostram que para as mesmas condi¢des de trabalho, o tipo de
bactéria influencia a eficdcia do biocida, pelo que se encontram diferentes valores de MBC

para as diferentes estirpes.

Os testes em suspensdo podem nao reflectir as verdadeiras condi¢des de uso, pois as
bactérias, para além de existirem livres no meio liquido, aderem frequentemente as superficies
(Holah et al., 1998), podendo adoptar, nesta situacdo, um comportamento diferente face a um
factor agressivo externo, que lhes pode conferir maior resisténcia aos biocidas. Torna-se,

entdo, importante conhecer a eficicia dos biocidas em células aderidas.

4.4 ENSAIOS DE DESINFECCAO COM CELULAS ADERIDAS

44.1 Influéncia da concentracio do biocida

Para avaliar a eficicia do OPA na inviabilizacio de bacterias aderidas a aco
inoxidavel, realizaram-se ensaios de desinfec¢do com células aderidas (concentragao média de
células aderidas a superficie de aco inoxiddvel de 6.7x10° de células/cm?), utilizando
diferentes concentracdes de OPA (entre 0.05 % (p/v) e 0.55 % (p/v)) para um tempo de
exposi¢do das células ao biocida de 5 min. Os resultados obtidos para as vadrias estirpes
estudadas apresentam-se em termos do numero total de células aderidas e do nimero de

células aderidas mortas e em percentagem de sobrevivéncia.
Na Figura 4.7, apresentam-se os resultados dos testes de inactivacao de células de P.

fluorescens aderidas ao ago inoxidavel, quando expostas a concentracdes de OPA que

variaram entre 0 (controlo) e 0.55 % (p/v).
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Figura 4.7 — Efeito do OPA sobre células de P. fluorescens aderidas ao aco inoxidavel durante 2 h: (a) nimero
total de células aderidas e niimero de células aderidas mortas, (b) percentagem de sobrevivéncia.

A andlise da Figura 4.7 permite constatar que a aplicagdo do biocida reduz a viabilidade
das células P. fluorescens e que a percentagem de sobrevivéncia das células aderidas diminui
quando aumenta a concentragdo de OPA. As percentagens de sobrevivéncia diferem (p <0.05)
para cada uma das concentracdes de OPA, quando comparadas com a percentagem de
sobrevivéncia na auséncia de OPA (controlo), embora nao haja diferencas significativas entre
as percentagens de sobrevivéncia obtidas com as concentracdes de OPA de 0.125 % (p/v) e
0.1 % (p/v) e entre as percentagens de sobrevivéncia para as concentragdes 0.25 % (p/v) e
0.55 % (p/v), respectivamente. A concentragdo minima bactericida (MBC) do OPA para P.

Sfluorescens aderidas € 0.25 % (p/v).
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Verifica-se, também, que para concentracdes baixas de OPA (< 0.1 % (p/v), a
percentagem de sobrevivéncia das células de P. fluorescens depende fortemente da
concentracdo de OPA utilizado. Refira-se, entdo, que a concentracdo do biocida é um factor
importante na sua ac¢ao antimicrobiana, tal como j4 referido por outros autores (McDonell e

Russel, 1999).

Na Figura 4.8, apresentam-se os resultados dos testes de inactivagdo de células de
P. aeruginosa aderidas ao aco inoxiddvel, quando expostas a concentragdes de OPA que

variaram entre O (controlo) e 0.55 % (p/v).
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Figura 4.8 — Efeito do OPA em células de P. aeruginosa aderidas ao ago inoxidavel durante 1 h, (a) nimero
total de células aderidas e nimero de células aderidas mortas, (b) percentagem de sobrevivéncia.
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Pela andlise da Figura 4.8 observa-se, tal como no caso anterior, que o nimero de

c€lulas aderidas mortas aumenta em funcdo da concentracdo de OPA. Observando a Figura

4.8 (b) verifica-se que a percentagem de sobrevivéncia parece aumentar ligeiramente quando

a concentragao de OPA aumenta de 0.1 % (p/v) para 0.25 % (p/v), contrariamente ao que era

esperado.

No entanto, estatisticamente ndo ha diferencas significativas entre os resultados da

aplicacdo das duas concentragdes (p> 0.05). A concentragdo minima bactericida (MBC) das

P. aeruginosa aderida é superior a 0.55 % (p/v).

Na Figura 4.9, apresentam-se os resultados dos testes de desinfeccdo com células de E.

coli aderidas ao aco inoxiddvel, quando expostas a uma gama de concentragdes de OPA entre

0 (controlo) e 0.55 % (p/v).
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Figura 4.9 — Efeito do OPA em células de E. coli aderidas ao aco inoxidavel durante 1 h, (a) ndmero total de

células aderidas e nimero de células aderidas mortas, (b) percentagem de sobrevivéncia.
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Esta Figura indica, mais uma vez que a viabilidade das células aderidas de E. coli
depende da concentracdo de OPA, pois a percentagem de sobrevivéncia das células diminui
com o aumento da concentracdo de OPA. Verifica-se que a percentagem de sobrevivéncia
difere para cada uma das concentragdes quando comparada com o controlo, embora nao haja
diferencas significativas entre as concentragdes de 0.125 % (p/v) e 0.25 % (p/v) (p <0.05). A
concentracdo minima bactericida (MBC) do OPA para a E.coli aderida é, entdo, 0.55% (p/v)

Na Figura 4.10, apresentam-se os resultados dos testes de eficdcia do biocida em células
aderidas de S. epidermidis durante 1 hora a superficie do ag¢o inoxiddvel e posteriormente

expostas durante 5 min a 3 concentrac¢des diferentes de OPA (0.55 % (p/v), 0.25 % (p/v) e 0,1
%o (p/v)).
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Figura 4.10 — Efeito do OPA em células de S. epidermidis aderidas ao ago inoxiddvel durante 1 h, (a) nimero
total de células aderidas e nimero de células aderidas mortas, (b) percentagem de sobrevivéncia.
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A andlise desta Figura permite constatar, tal como nos casos anteriores, que a aplicacio
do biocida reduz a viabilidade das células de S. epidermidis e que a percentagem de
sobrevivéncia das células aderidas de S. epidermidis diminui com o aumento da concentracao
de OPA. As percentagens de sobrevivéncia diferem para cada uma das concentracdes quando
comparadas com a percentagem de sobrevivéncia na auséncia de OPA (o controlo), com um
grau de confianga de 95 %. A concentragdo minima bactericida (MBC) do OPA para células

de S.epidermidis aderidas € maior do que 0.55% (p/v).

Os resultados apresentados nas Figuras 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10 mostram, também, que a
utilizacdo do OPA ndo diminuiu o nimero de células aderidas a superficie, mesmo quando se
observa a sua morte. Pode, entdo, concluir-se que o OPA nao tem capacidade de remocao
celular das superficies. Este resultado pode ter implicagdes sérias num enquadramento real
pois as superficies, mesmo apds tratamento, podem ser reservatérios preferenciais para a
acumulacdo de microrganismos, fontes adicionais de carbono, fomentar o aparecimento de
microrganismos patogénicos e, pelo aumento que provocam na carga organica na superficie,

interferir nos processos de desinfeccao.

Na Tabela 4.6 apresentam-se as Concentracdes Minimas Bactericidas de OPA para cada

uma das bactérias estudadas, quando as células estdo aderidas e em suspensao.

Tabela 4.6 - Concentracdes minimas bactericidas (MBC) para cada uma das estirpes em suspensdo e aderidas

Estirpe MBC (% Pp/V) aderidas MBC (% p/V) suspensio
P.fluorescens 0.25 0.075
P.aeruginosa >0.55 0.25
E.coli >0.55 0.55
S.epidermidis > (0.55 > 0.55

Esta Tabela permite concluir que é mais dificil inactivar células aderidas do que células
em suspensdo. Para além disso, verifica-se que s para as concentracdes mais elevadas de

biocida é que é possivel obter a inactivacao total das bactérias aderidas.
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Estes resultados vém confirmar que o valor da MBC relativamente a um biocida,
determinada por um método padrdo, ndo € um valor fixo, pois depende do microrganismo e
do ambiente onde este se encontra. A resposta do microrganismo ao biocida depende do
ambiente fisico-quimico onde estd inserido, nomeadamente da depleccao de nutrientes, da
taxa de crescimento e do crescimento em biofilme (ou aderido) numa superficie (Gilbert and

Macbain, 2003).

A reducgdo de susceptibilidade ao biocida das bactérias presente aderidas a superficies
pode estar associada com diversos factores incluindo a falta de nutrientes, a maior dificuldade
do biocida atingir as células bacterianas, a interac¢do quimica entre o biocida e o biofilme e
ainda com a presenca de enzimas degradativas e quimicos neutralizadores. No presente caso,
as bactérias estdo presentes hd menos de 2 h na superficie o que torna pouco provdvel a
presenca de substancias que podem reagir com o biocida. E possivel, entdo, que a entrada das
bactérias numa fase de crescimento diferente devido a falta de nutrientes possa ter aumentado
a sua resisténcia ao biocida, para além da reducdo da 4rea microbiana disponivel para

interac¢do com o biocida.

Com o objectivo de comparar o comportamento das quatro estirpes bacterianas apos
contacto com as diferentes concentracdes de biocida, agruparam-se os resultados da
sobrevivéncia dos diferentes tipos de células aderidas ao aco inoxiddvel apds tratamento com

vdrias concentracdes de OPA, como se apresenta na Figura 4.11.
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Figura 4.11 - Percentagem de sobrevivéncia de P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e, S. epidermidis aderidas,
para diferentes concentracdes de OPA

A anélise da Figura 4.11 mostra que para as concentracdes baixas de OPA, as estirpes
de S. epidermidis e de E. coli sdo mais resistentes a accdo antimicrobiana do biocida.
Verifica-se, também, que o OPA € mais eficaz para todas as estirpes na concentragao 0.55 %
(p/v), apesar de, geralmente, ndo se verificar morte celular total (sobrevivéncia na gama de 1
% a 4 %). No entanto, a medida que se aumenta a concentragcdo de OPA de 0.1 % (p/v) a
0.55% (p/v) reduz-se, significantemente, a viabilidade das células bacterianas, tal como
constatado anteriormente.

Os valores da sobrevivéncia para cada estirpe em funcdo da concentragdo OPA foram
estatisticamente avaliados e verifica-se que apresentam diferencas significativas entre si.
(p <0.05). Comparando os valores da percentagem de sobrevivéncia da P. fluorescens com as
outras estirpes, verificou-se que cada estirpe tem um comportamento préprio na presenga de
OPA, pelo que se conclui que a eficdcia do OPA depende do tipo de microrganismo que se
pretende inviabilizar e ndo se verifica a hierarquia de susceptibilidade (microrganismos gram-
negativos mais resistentes do que os gram-positivos) mais comum, como foi referido

anteriormente.
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4.4.2 Efeito de substancias interferentes na eficacia do biocida

Para averiguar se a presenca de BSA nas suspensdes celulares na fase de adesdo
alterava o desempenho antimicrobiano do biocida nas células aderidas, efectuaram-se ensaios
de desinfeccao com células aderidas em condigdes limpas (concentracdo de BSA de 0,3 g/L
nas suspensdes celulares) e em condigcoes sujas (concentragdo de BSA de 3 g/L nas

suspensoes celulares).

4.4.2.1 Condicoes limpas

Para o estudo do efeito da substancia interferente, em condi¢des limpas, procedeu-se a
adesdo de células de P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S.epidermidis em ago inoxidével,
na presenca de 0,3 g/L de proteina, apds o que se procedeu a testes de desinfec¢do com vdrias
concentracdes de OPA (0.55 % (p/v), 0.25 % (p/v) € 0.1 % (p/v)).

Os resultados obtidos, para as diferentes concentragdes deste biocida e para as varias
estirpes estudadas, apresentam-se em termos do nimero total de células aderidas e aderidas

mortas e da percentagem de sobrevivéncia.

Nas Figuras 4.12, 4.13, 4.14 e 4.15, respectivamente, para P. fluorescens, P. aeruginosa,
E, coli e S. epidermidis, sdo apresentados os resultados dos testes de desinfec¢do simulando

condi¢des limpas.
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Figura 4.12 — Efeito do OPA em células de P. fluorescens aderidas durante 2 h ao ago inoxidavel na presenga de
0,3 g/L de BSA, (a) ntimero total de células aderidas e nimero de células mortas aderidas, (b)
percentagem de sobrevivéncia.
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Conclui-se entdo, que para células P. fluorescens aderidas e na gama de concentracdes
de biocida testada, 0.55 % (p/v) de OPA € a concentracdo minima bactericida, isto €, a
concentracdo necessdria para obter uma reducdo de 99% no nimero de células vivas. Esta
constatagdo foi reforcada estatisticamente para um grau de confianca de 95 %. De salientar
que no caso de auséncia de BSA a MBC do OPA em células de P. fluorescens aderidas era

igual a 0,25 % (p/v).
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Figura 4.13 — Efeito do OPA em células de P. aeruginosa aderidas durante 1 h ao ago inoxidéavel na presenga de
0,3 g/L de BSA, (a) — ndmero total de células aderidas e nimero de células mortas aderidas, (b)-
percentagem de sobrevivéncia.

No caso da P. aeruginosa, a Figura 4.13 (b) permite, também, verificar que a
percentagem de sobrevivéncia diminui com o aumento da concentracio de OPA. A
comparacdo das médias obtidas para os vdrios resultados de percentagem de sobrevivéncia
mostra que estes valores sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0.05) quando comparados
com o controlo. No entanto, ndo ha diferenca significativa entre os resultados quando células
aderidas de P. aeruginosa sdo expostas a concentragdes de 0.25 % (p/v) e 0.1 % (p/v) de OPA
durante 5 min. De salientar que para uma concentra¢do de 0.55 % (p/v) de OPA e para um

tempo de exposi¢do ao biocida de 5 min, a percentagem de sobrevivéncia é, ainda, de 4 %.
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Figura 4.14 — Efeito do OPA em células de E.coli aderidas durante 1 h ao aco inoxidavel na presenca de 0,3 g/L.
de BSA, (a) — nimero total de células aderidas e nimero de células mortas aderidas, (b)-
percentagem de sobrevivéncia. O asterisco indica que as células ndo sobreviveram.

A andlise da Figura 4.14 (b) permite verificar que a percentagem de sobrevivéncia das
células de E. coli aderidas diminui com o aumento da concentracio de OPA a qual foram
expostas. Efectivamente, a comparacao das médias obtidas para os véarios resultados mostra
que os valores sdo estatisticamente diferentes quando comparados com o controlo e que ha
diferencas significativas (p> 0.05) entre os resultados das diferentes concentracdes de OPA,
pelo que ha uma forte dependéncia entre a percentagem de sobrevivéncia das células aderidas

de E. coli e a concentragdo de OPA a qual sdo expostas.

Pela comparagdo dos dados da Figura 4.14 (b) com a Figura 4.9 (b), verifica-se que
para a concentracdo de 0.1 % (p/v) de OPA, o nimero de células mortas ¢ menor na presenca
de BSA nas condicdes iniciais de adesdo, o que traduz um ligeiro aumento da percentagem de

sobrevivéncia das células aderidas.
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Figura 4.15 — Efeito do OPA em células de S. epidermidis aderidas durante 1 h ao ago inoxidavel na presenga de
0,3 g/L de BSA, (a) — ndmero total de células aderidas e nimero de células mortas aderidas, (b)-
percentagem de sobrevivéncia.
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A andlise da Figura 4.15 (b), referente a S. epidermidis aderida na presenca de 0.3 g/L.
de BSA, permite constatar, tal como nos casos anteriores, que existe uma forte dependéncia
entre a percentagem de sobrevivéncia de células e a concentragao de biocida. Verifica-se que
quando a concentragdo de biocida aplicada aumenta, o ndimero de células aderidas mortas
também aumenta. A comparacdo das médias obtidas para os vdrios resultados mostra que os
valores sdo estatisticamente diferentes entre si e quando comparados com o controlo (p
<0.05), mas que nao hé diferencga significativa entre os resultados, quando as células aderidas
de S. epidermidis sao expostas, durante 5 min, as varias concentracdes de OPA estudadas. De
referir ainda que a percentagem de sobrevivéncia obtida para uma concentraciao 0.55 % (p/v)
de OPA ¢ de 7 %, apesar de ser esta a concentracdo e o tempo de exposicdo de OPA
recomendados pelo fornecedor.

A andlise das Figuras 4.12, 4.13, 4.14 e 4.15 permite constatar que, tal como verificado
na auséncia de BSA, existe uma forte dependéncia entre a percentagem de sobrevivéncia de
células e a concentracdo de biocida. Verifica-se, também, que quando a concentragdo de

biocida aplicada aumenta, o nimero total de células aderidas parece aumentar ligeiramente.

No entanto, os resultados obtidos também permitem concluir que a presenca de 0.3
g/L. de BSA durante o processo de ades@o diminui a eficcia antimicrobiana do biocida. Nota-
se que para baixas concentragdes de OPA, a presenca das proteinas conduz a uma diminuicao
da ac¢do antimicrobiana do biocida, indicando a possibilidade de reaccao dos grupos amina
da BSA, que se encontra adsorvida a superficie do aco inoxidavel e as células aderidas, com o

OPA, diminuindo assim a concentra¢ao do biocida disponivel para inviabilizar as células.

Os resultados obtidos reforcam o conceito que a matéria organica pode reduzir a
capacidade antibacteriana do OPA. A BSA ¢é uma proteina que contém residuos de amina
primdria que € capaz de reagir com os grupos aldeido livres do OPA, reduzindo,
consequentemente a disponibilidade destes grupos para reagirem com as células, e assim
exercerem a sua ac¢do biocida. Adicionalmente, a matéria organica presente, também, pode
reduzir a acessibilidade do biocida ao seu local de ac¢do: por exemplo, no caso da BSA, esta
pode formar um revestimento em torno da célula microbiana. Contrariamente, Frau et al.
(2000) nao verificaram uma diminuicao do efeito do OPA em micobactérias na presenca de 3
g/l de BSA. Porém, este estudo foi efectuado com células em suspensdo pelo que as
interaccoes estabelecidas entre a proteina e as células e as superficies sdo diferentes, na
situacdo em estudo. Para além disso, as espécies microbianas sdo diferentes podendo afectar

as reaccoes do biocida (por exemplo, o alto conteddo lipidico das células de micobactérias).
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A comparacdo dos resultados dos testes de desinfeccao com células aderidas das vérias

estirpes, na presenca 0,3 g/LL de BSA, € apresentada na Figura 4.16.
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Figura 4.16 — Percentagem de sobrevivéncia de P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S. epidermidis aderidas
na presenga de 0.3 g/L de BSA, apds testes de desinfeccdo com OPA.

Pela andlise da Figura 4.16, observa-se que a percentagem de sobrevivéncia das vérias
estirpes estudadas diminui apds um tempo de exposi¢do de 5 min ao OPA. Conclui-se, ainda,
que na presenca de 0,3 g/L a S. epidermidis € menos susceptivel ao aumento da concentracdo
de OPA do que as outras estirpes, embora para a concentragdo de OPA de 0.1% (p/v) seja a
menos resistente.

A andlise da tendéncia dos valores de sobrevivéncia em fung¢do de concentracdo de
OPA mostra que existem diferencas significativas (p <0.05) para todas as estirpes estudadas.
Comparando os valores de sobrevivéncia da P. fluorescens na presenca de 0.3 g/ de BSA
com os resultados das outras estirpes, verificou-se novamente que cada estirpe tem um
comportamento proprio na presenga de OPA. Tal como na auséncia de BSA, a eficdcia do
OPA depende do tipo de microrganismo que se pretende inviabilizar.

Comparando a Figura 4.16 com a Figura 4.11, conclui-se que o comportamento das
estirpes na presenca de albumina de soro bovino € similar ao comportamento na auséncia de
BSA apesar da taxa de sobrevivéncia aumentar na presenca de BSA, demonstrando o efeito

protector da proteina na accao do OPA.
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4.4.2.2 Condicoes sujas

Para o estudo do efeito da substancia interferente, em condicdes sujas, procedeu-se a
adesdo de células de P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S.epidermidis em ago inoxidével,
na presenca de 3 g/L. de proteina, apds o que se procedeu a testes de desinfeccdo com vdrias
concentracoes de OPA (0.55 % (p/v), 0.25 % (p/v) e 0.1 % (p/v)). Nas Figuras 4.17, 4.18,
4.19 e 4.20 apresentam-se o niimero total de células aderidas e o nimero de células aderidas

mortas e as percentagens de sobrevivéncia para cada estirpe bacteriana estudada.
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Figura 4.17 — Efeito do OPA em células de P. fluorescens aderidas na presenga de 3 g/l de BSA ao ago
inoxiddvel, apds 2 h (a) — ntimero total de células aderidas e o nimero de células aderidas
mortas, (b)- percentagem de sobrevivéncia.

A anélise da Figura 4.17 (b) mostra, tal como nos casos anteriores, que existe uma forte
dependéncia entre a percentagem de sobrevivéncia de células e a concentragdo de biocida.
Contudo, convém, mais uma vez, referir que para uma concentracdo de OPA de 0,55 (% p/v)
e um tempo de exposicdo de 5 min, ndo se consegue inviabilizar completamente a bactéria.
De facto, a conjugacdo desta concentracdo e de tempo ndo € suficiente para atingir uma
percentagem de morte de 100 %, apesar de serem estas as condicdes aconselhadas pelo
fornecedor (Alfa et al., 1994). A avaliacio das médias obtidas para os vdrios resultados
mostra que os valores sdo estatisticamente diferentes quando comparados com o controlo e

entre si (p <0.05).
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Figura 4.18 — Efeito do OPA em células de P. aeruginosa aderidas na presenca de 3 g/l de BSA ao aco
inoxidavel, durante 1 h (a) — nimero total de células aderidas e o nimero de células aderidas
mortas, (b)- percentagem de sobrevivéncia.

A Figura 4.18 (b) mostra que a percentagem de sobrevivéncia de células aderidas de
P. aeruginosa diminui quando a concentracdo de OPA aumenta. A comparacao dos valores da
percentagem de sobrevivéncia em fun¢do da concentragdo de OPA mostra que os resultados
obtidos sdo significativamente diferentes quando comparados com o controlo (p <0.05), ndo
havendo, no entanto, diferenca entre as concentracdes 0.25 % (p/v) e 0.55 % (p/v) de OPA.
Conclui-se que para células de P. aeruginosa aderidas durante 1 hora na presenga de 3 g/L de
BSA, a concentragdo minima bactericida de OPA € de 0.25 % (p/v) (sobrevivéncia

aproximada 1%), para um tempo de exposi¢ao de 5 min ao biocida.

Comparando a Figura 4.18 (b) com a Figura 4.13 (b) observa-se um aumento da
percentagem de sobrevivéncia de P. aeruginosa para a concentracdo de 0.1 % de OPA (p/v).
No entanto, para a concentracao de 0.25 % e 0.55 % (p/v) de OPA, contrariamente ao que era
esperado, a percentagem de sobrevivéncia diminui quando a concentracdo de BSA aumenta

de 0.3 g/L para 3 g/L.
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Figura 4.19 — Efeito do OPA em células de E.coli aderidas na presenga de 3 g/L. de BSA ao aco inoxidavel,
durante 1 h (a) — nimero total de células aderidas e o nimero de células aderidas mortas, (b)-
percentagem de sobrevivéncia.

A Figura 4.19 (b), relativa a E. coli, mostra que, tal como com as estirpes anteriores, a
percentagem de sobrevivéncia de células aderidas diminui quando a concentracio de OPA
aplicada aumenta. A comparacao dos valores da percentagem de sobrevivéncia em fun¢ao da
concentracdo de OPA mostra que os resultados obtidos sdo significativamente diferentes
quando comparados com o controlo (p <0.05). Contudo, convém referir que para uma
concentracdo de OPA de 0.55 % (p/v) e para um tempo de exposi¢do de 5 min (aconselhado
pelo fornecedor) a percentagem de sobrevivéncia é superior a 1 %, nao sendo suficiente para

atingir uma percentagem de morte de 100 %.

Comparando a Figura 4.19 (b) com a Figura 4.14 (b) observa-se um aumento da
percentagem de sobrevivéncia de E. coli para as concentragdes de OPA de 0.25 % (p/v), 0.125
% (p/v) e 0.1 % (p/v). Os resultados indiciam que o aumento da concentragdo de BSA diminui
a eficiéncia do biocida, aumentando a viabilidade das células aderidas. Conclui-se entdo, que
a presenca de BSA na suspensdo bacteriana diminui a actividade biocida do OPA em células

aderidas de E. coli.

74



RESULTADOS E DISCUSSAO

100
1,00E+07 ]
80 |
e .
o 2 60 -
& 1,00E+06
2 8 40 —
© @
o ®
20 |
1,00E+05 - I:I
0 —— T T T
0.55 0’2{) . 0’?‘ controlo 0,55 0,25 0,1 controlo
Concentragdo de biocida(% p/v)
H Numero total de células O NUmero de células mortas ‘ Concentragéo de biocida (% p/v)

(a) (b)

Figura 4.20 — Efeito do OPA em células de S.epidermidis aderidas na presenca de 3 g/LL de BSA ao aco
inoxidavel, durante 1 h (a) — nimero total de células aderidas e o nimero de células aderidas
mortas, (b)- percentagem de sobrevivéncia.

A Figura 4.20, relativa a células de S. epidermidis aderidas em ago inoxidavel na
presenca de 3 g/ de BSA, mostra tal como nos casos anteriores, que existe uma forte
dependéncia entre a percentagem de sobrevivéncia de células aderidas e a concentracdo de
biocida. A avaliacdo estatistica das médias obtidas para os vdrios resultados mostra que os

valores sdo estatisticamente diferentes quando comparados com o controlo (p <0.05).

Verifica-se, também, uma diminuicao da resisténcia de S.epidermidis com o aumento da
BSA, especialmente quando as concentragdes de OPA sdo elevadas. No entanto, a
comparacdo da Figura 4.20 com a Figura 4.15 mostra que para concentragdes mais baixas a
percentagem de sobrevivéncia das células aderidas de S. epidermidis diminui na presencga de

BSA.

A comparagdo dos resultados obtidos na presenga de 0.3 g/L. de BSA e os resultados
obtidos na presencga de 3 g/L. de BSA mostra um aumento da resisténcia de P. fluorescens na
presenca de concentracdes mais elevadas da proteina, especialmente quando as concentracdes
de OPA sdo baixas e consequentemente a viabilidade das células de Pseudomonas fluorescens
aumenta com o aumento da concentracdo de BSA. Verifica-se, novamente, que a presenca de
BSA na superficie de adesdo e na superficie das bactérias diminui a actividade biocida do OPA.
Estes resultados corroborram, mais uma vez, o papel da matéria orginica na reducdo da
acessibilidade do biocida aos locais de ligacdo, uma vez que o OPA pode reagir com aminas
primdrias (Simons et al., 2000) presentes na BSA. No entanto, a quantidade de BSA que reage
com o OPA ¢ reduzida, uma vez que para concentracdes elevadas de biocida, o efeito da ac¢do da

proteina ndo € significativo para a quantidade global do OPA existente.

75



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 4.21 apresenta-se a comparacgao do efeito do OPA nas vdrias estirpes bacterianas.
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Figura 4.21 — Percentagem de sobrevivéncia de P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e S. epidermidis aderidas
na presenca de 3 g/L de BSA, apos testes de desinfeccao com OPA.

Ap6s a andlise da Figura 4.21, observa-se que a percentagem de sobrevivéncia das
estirpes diminui apés um tempo de exposicdo de 5 min ao OPA. As bactérias P. fluorescens e
E. coli continuam a mostrar grande resisténcia embora se note que para a concentragao de
OPA de 0.55 % (p/v) as células aderidas de S. epidermidis mostrem ainda resisténcia.

As tendéncias dos valores de sobrevivéncia para cada estirpe apresentam diferencas
significativas entre si, para todas as estirpes estudadas (p <0.05). A comparacdo das
tendéncias dos valores de sobrevivéncia em fun¢do da concentra¢do de OPA da P. fluorescens
na presenga de 3 g/LL de BSA com os resultados das outras estirpes evidencia que cada estirpe
tem um comportamento proprio na presenga de OPA. Pode concluir-se, entdo, que a eficicia
do OPA depende do tipo de microrganismo que se pretende inviabilizar e da natureza das
substancias interferentes, bem como, da concentragdo quer do biocida quer das substancias

interferentes.

4.4.3 Comparacao da accio do OPA na auséncia e na presenca de BSA

Com o objectivo de comparar o efeito da accdo do OPA e da BSA nos 4 tipos de

bactérias agruparam-se parte dos resultados anteriores na Tabela 4.6 e Figura 4.22.
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Tabela 4.6 - Concentra¢cdes minimas bactericidas (MBC) para cada uma das estirpes aderidas, na auséncia de
BSA, na presenca de 0.3 g/l de BSA e na presenca de 3 g/l de BSA

Estirpe MBC (% p/v) MBC (% p/v) MBC (% p/v)
aderidas 0.3 g/L BSA 3 g/LL BSA
sem BSA
P.fluorescens 0.25 0.55 >0.55
P.aeruginosa >0.55 >0.35 >0.55
E.coli >0.55 >0.55 >0.55
S.epidermidis >0.55 >0.35 >0.55

A comparacao da desinfeccdo com OPA na auséncia e na presenca de BSA permite concluir
que a concentracdo minima bactericida (MBC) do OPA depende da presenca de proteina, mas
nao da sua concentragao.

Na Figura 4.22 agrupam-se as percentagens de sobrevivéncia obtidas com a aplicac¢ao
de diferentes concentracdoes de OPA em células de P. fluorescens, P. aeruginosa, E. coli e

S. epidermidis aderidas na auséncia e na presenca 0.3 g/L. de BSA e 3 g/L. de BSA.
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Figura 4.22 — Percentagem de sobrevivéncia de (a) P. fluorescens, (b) P. aeruginosa, (c) E. coli e (d) S.
epidermidis aderidas a uma superficie de aco inoxiddvel, na auséncia e na presenca de BSA,
apo6s exposicdo a diferentes concentragdes de OPA (0.55 % (p/v), 0.25 % (p/v) e 0.1 % (p/v))
durante 5 min. O asterisco indica que as células ndo sobreviveram.

Pela anélise da Figura 4.22 verifica-se que, de uma maneira geral, na presenca de BSA
nas condig¢des iniciais de adesdo, a ac¢do do biocida diminui para a mesma concentracdo de
OPA, pois a percentagem de sobrevivéncia das células aumenta em funcdo da concentragcao
de BSA. Com efeito, na maioria dos ensaios, as maiores percentagens de sobrevivéncia
registam-se para a concentracdo de BSA 3 g/L, especialmente para as bactérias de P.
fluorescens e E. coli. Conclui-se que a presenca de uma proteina no periodo de adesdo
aumenta a resisténcia extrinseca das bactérias aderidas ao OPA, provavelmente devido a
presenca de proteinas adsorvidas na superficie metélica ou nas células. Estas proteinas podem
reagir com o OPA, diminuindo assim a quantidade disponivel para reaccdo com as células

bacterianas.

78



RESULTADOS E DISCUSSAO

No entanto, alguns autores sugeriram que a diminuicao do efeito do OPA (Carvalho,
2003) pode estar associado a uma estimulagdo do metabolismo bacteriano e dai a uma
resisténcia acrescida das bactérias. Os dados da Figura 4.22 também parecem mostrar que a
presenca de BSA nas condi¢des iniciais de adesdo causa um aumento da percentagem de

sobrevivéncia das bactérias dos ensaios de controlo.

No caso da P. fluorescens, os valores para cada condi¢do inicial de adesdo (sem BSA,
0.3 g/l e 3 g/L de BSA) foram estatisticamente estudados e verifica-se que apresentam
diferencas significativas (p<0,05), para baixas concentracdes de OPA. Comparando os valores
das percentagens de sobrevivéncia na presenca de OPA e na auséncia de BSA, verifica-se que
para a concentracio mdaxima de OPA utilizada (0.55 % (p/v)) ndo existem diferencas
significativas, contrariamente ao observado para a concentragao de 0.25 % (p/v). Neste caso,
nao s6 a presenca de BSA diminui a eficicia do OPA como, também, a prépria concentracao
de BSA, pois quando ¢ utilizada uma concentracdo mais elevada de BSA a percentagem de
sobrevivéncia € maior. Para concentracdes mais baixas de OPA, (0.1 % (p/v)) nota-se uma
diferenca mais significativa entre os resultados na auséncia e na presenca de BSA, embora a
concentracdo de BSA ndo pareca influenciar a ac¢ao antimicrobiana do biocida.

A percentagem de sobrevivéncia da P.aeruginosa aumenta com o aumento da
concentracdo de BSA para concentragdes baixas de OPA (0.1 % (p/v)). Verifica-se que para
concentracoes de OPA de 0.55 % (p/v) e 0.25 % (p/v) a presenga desta proteina nas condi¢des
iniciais de adesdo aumenta a sobrevivéncia da P. aeruginosa. Os valores da percentagem de
sobrevivéncia para cada condi¢do inicial de adesdo foram estatisticamente estudados e
verifica-se que apresentam diferencas significativas, para baixas concentracdes de OPA
(p<0,05). Comparando a eficiéncia do OPA na auséncia de BSA com os outros resultados,
verificou-se que para as concentragdes de 0.55 % (p/v) e de 0.25 % (p/v) de OPA nao existem
diferencas significativas, mas para uma concentragao de 0.1 % (p/v) ndo s a presenga de
albumina diminui a eficiéncia como a concentracao de BSA influencia a accao do OPA. Nota-
se ainda uma diferenca mais significativa entre os resultados na auséncia e na presenga de
BSA. Neste caso, ndo s6 a presenca de BSA diminui a eficdcia antimicrobiana do OPA como
também, a prépria concentracdo de BSA, pois quando € utilizada uma concentracdo mais

elevada a percentagem de sobrevivéncia € maior.

A percentagem de sobrevivéncia da E. coli aumenta com o aumento da concentracio de

BSA e, consequentemente, interfere na ac¢ao do biocida, quando este se encontra em baixas
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concentracdes pois as maiores percentagens de sobrevivéncia registam-se para a concentracao

de BSA 3 g/L.

Comparando os resultados da eficiéncia do OPA na auséncia e na presenca de BSA,
verificou-se que para a concentracdo de 0.55 % (p/v) ndo existem diferencas significativas
(p>0,05), mas para as concentracdes de 0.25 % (p/v), 0.125 % (p/v) e 0.1 % (p/v) ndo s6 a
presenca como também a concentragdo de BSA influenciam a accdo do OPA (p<0,05).
Conclui-se que a ac¢do antimicrobiana do OPA sobre células de E. coli aderidas, depende da
concentracdo do biocida e da concentracdo de proteinas presentes durante a fase de adesdo e

desinfecc¢do.

No caso do S. epidermidis verifica-se que, na presenca de BSA durante a adesdo, a
accdo do biocida diminui para a mesma concentragdo de OPA pois a percentagem de

sobrevivéncia da S. epidermidis aumenta em fun¢do da concentragdo de BSA.

Conclui-se que a ac¢do antimicrobiana do OPA sobre células aderidas a ago inoxidavel
depende da concentracdo do biocida e da presenca de proteinas durante a fase de adesdo e
desinfec¢do. Para concentragdes mais baixas de OPA a presenca de BSA deve ser um
parametro a considerar. No entanto, estes resultados vém mostrar, mais uma vez, que o tipo de
bactéria influencia a acc¢do antimicrobiano do biocida, pois ndo se obtém o mesmo
comportamento nos diferentes casos em estudo.

Para além dos factores apontados anteriormente, o nimero de células aderidas a
superficie metdlica é menor na presenga de BSA, ainda que de um modo pouco significativo,
diminuindo a razdo células aderidas/concentracdo de OPA, ou seja, na presenca de BSA o
nimero de células disponiveis para reagir com o OPA é menor. No entanto, a accao do OPA ¢é
menor na presenca de proteina, possivelmente porque o OPA reage fortemente com as células
bacterianas por reaccdo com aminas primdrias das cadeias polipeptidicas (Walsh et al., 1997;
Simons et al., 2000), presentes quer na BSA adsorvida nas células quer na BSA adsorvida na

superficie metélica.
As conclusdes obtidas desta andlise sdo de extrema importancia, uma vez que, em

situagdes reais, a presenca de substancias interferentes € um dado frequente e a sua omissao

pode conduzir a resultados indesejados nos procedimentos de controlo microbioldgico.
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO DO TEMPO DE CONTACTO NA EFICACIA DO BIOCIDA

A accido do biocida depende de vérios factores (Capitulo 2) sendo um desses factores o
tempo de contacto (Nagl er al., 2000). Com o objectivo de estudar o efeito do tempo de
contacto na eficdcia do biocida realizaram-se ensaios com bactérias de P. fluorescens aderidas
para diferentes tempos de exposicdo ao biocida (5, 7 e 10 min) em que se escolheram
concentracdoes de OPA menores que a MBC do OPA para um tempo de exposi¢do de 5 min.
Apresentam-se, na Figura 4.23, as percentagens de sobrevivéncia para as concentracdes de

OPA de 0.05 % (p/v), 0.075 % (p/v) € 0.1 % (p/v) ao longo do tempo.
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Figura 4.23 — Sobrevivéncia de células aderidas de P. fluorescens em fungdo do tempo de exposicdo, obtida
com a aplica¢do de diferentes concentracdes de OPA (0,05 %, 0,075 % e 0,1 % (p/v)). O
asterisco indica que as células ndo sobreviveram.

A andlise dos valores das percentagens de sobrevivéncia da Figura 4.23. mostra que
para todas as concentracdes de OPA estudadas, a reduc@o da viabilidade da P. fluorescens é
dependente do tempo de contacto com o biocida. A Figura permite ainda concluir que a
medida que a concentracdo de biocida diminui o tempo necessdrio para obter a mesma
percentagem de sobrevivéncia aumenta. A medida que aumenta a concentracio de biocida

torna-se menos importante o tempo de contacto.
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Nota-se que para uma concentracdo de 0.1 % (p/v) de OPA, ap6és um tempo de
exposicdo de 10 min, a sobrevivéncia celular ndo € significativa. Verifica-se, novamente, que
para concentracdes menores que 0.1 % (p/v), a percentagem de sobrevivéncia depende
fortemente da concentracio do OPA. Neste caso, a percentagem de sobrevivéncia ¢é
inversamente proporcional a concentracdo do biocida.

A tendéncia dos valores de percentagem de sobrevivéncia em funcdo da concentracio,
para cada tempo de contacto com o biocida, foi estatisticamente avaliada e concluiu-se que
apresenta diferengas significativas (p <0.05), pelo que a accdo antimicrobiana do OPA,
quando este se encontra em baixas concentracdes, depende do tempo de exposicdo das células
de P. fluorescens ao biocida.

Estes resultados vdo de encontro aos referidos por Walsh er al. (1999) quando
compararam a eficdcia do OPA e do GTA na inactivacdo de diferentes microrganismos: para
baixas concentragdes de OPA ¢é necessdrio aumentar o tempo de exposi¢do para obter

inactivagdes semelhantes aos das obtidas com altas concentragdes de OPA.

O OPA ¢ considerado um desinfectante de alto nivel pois a sua ac¢do antimicrobiana é
exercida logo apds os primeiros minutos de contacto. No entanto, esta conclusdo foi obtida
com base na aplicacdo de OPA na concentracdo maxima fornecida pelo fabricante (0.55 %
(p/v) e em células em suspensdo. Os resultados da Figura 4.23 permitem concluir que, para
concentracoes inferiores a 0.55 %, o tempo assume um papel importante na ac¢do do biocida.

De facto, poder-se-4 chegar a taxas de sobrevivéncia microbiana menores usando
concentracdes de OPA inferiores a recomendada pelo fabricante, s6 que implementando
tempos de exposicdo superiores a 5 min. Deste modo, rentabiliza-se a solu¢do de OPA,

tornando o processo de desinfeccdo mais econdmico e menos agressivo do ponto de vista

ambiental e da seguranca dos operadores.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS DE TRABALHO

Sumario

No presente capitulo apresentam-se as principais conclusdes da andlise ao trabalho
experimental realizado no ambito desta dissertagao.

Também sdo apresentadas algumas ideias para trabalhos futuros, na continuidade deste

trabalho.
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5.1 CONCLUSOES

O estudo da adesdo de P. fluorescens, P. aeruginosa, S. Epidermidis e E. coli ao ago
inox e a avaliagdo da eficiéncia antimicrobiana do biocida OPA sobre estas quatro bactérias
produziram resultados de alguma pertinéncia, especialmente para a area médica. Em resumo,

as principais conclusodes desta dissertagao sao:

— Existe uma forte dependéncia entre a concentragdo de biocida e a actividade
antimicrobiana, isto €, quanto maior € a concentracdo de biocida mais intensa € a
sua ac¢ao.

— A eficdcia antimicrobiana do OPA, ainda, é muito significativa mesmo para
concentracdes bastante mais baixas do que a aconselhada como concentragdo de
uso (0.5 % p/v), mas ocorre sobrevivéncia significativa bacteriana em algumas
situacdes nomeadamente células aderidas, na presenca de BSA, entre outras.

— As diferentes bactérias reagem de modo semelhante a variagdo de concentracdo
de biocida testado. A ac¢do do OPA ¢é semelhante em células bacterianas gram-
negativas e gram-positivas.

— Nao foram notadas diferencas na accado do OPA nas bactérias gram-positivas e
gram-negativas, ainda, que estas ultimas apresentem uma parede celular mais
complexa.

— A concentracdo minima bactericida (MBC) de OPA depende da bactéria.

— As células quando aderidas sdao mais dificeis de inactivar do que quando
crescidas em suspensdo, pelo que, para a mesma bactéria, os valores de MBCde
OPA sao maiores para as bactérias aderidas.

— A BSA diminui a ac¢do antimicrobiana do OPA uma vez que os valores de
MBC do OPA aumentam na presenca desta proteinas. Estes resultados indiciam
que o OPA deixa de ser um desinfectante eficaz na presenca de matéria
organica.

— A concentracdo de BSA afecta a actividade antimicrobiana do OPA, isto &, os
valores de MBC do OPA na presenca de BSA aumentam, apesar da
concentracdo de proteina presente nao afectar as bactérias da mesma forma.

— O OPA revelou-se ineficaz na remocao de microrganismos de superficies.

84



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS DE TRABALHO

Na auséncia de substancias interferentes, o OPA € um biocida de alto nivel pois
a sua ac¢do antimicrobiana é exercida logo apds os primeiros minutos de
contacto, para concentragdes elevadas de biocida.

Para concentracdes baixas de biocida, o tempo de exposi¢cdo € um parametro
importante: quanto menor for a concentracao de biocida, mais elevado € o tempo
necessario para obter a mesma inactivacao.

Em algumas situacdes verifica-se sobrevivéncia bacteriana mesmo para
concentracdes de OPA de 0.55 % (p/v).

A utilizacdo de metodologias que permitem a visualizacdo directa dos
microrganismos vidveis e nao-vidveis na superficie apds a desinfecc¢ao revelou-

se um método eficaz (evita-se os falsos negativos do crescimento em placa).

5.2 SUGESTOES PARA O TRABALHO FUTURO

Ao longo deste trabalho foram surgindo algumas questdes que ficaram por responder.

Assim apresentam-se as seguintes sugestoes:

Esta é

persisténcia...

Desenvolvimento de métodos experimentais para avaliagdo da remocado das

células bacterianas da superficie pelo OPA.

Estudar os mecanismos de accdo do OPA nas células bacterianas gram-negativas

e gram-positivas.

Avaliar o efeito do OPA ao longo do tempo, para concentragdes baixas de

biocida.

Avaliar o efeito de implementacdo de métodos limpeza prévios (tratamentos
enzimaticos, por exemplo), na eficiéncia antimicrobiana do OPA em células

aderidas

uma drea vasta em que desafios ndo faltam, basta que haja vontade e
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