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RESUMO: (Agido de antissépticos e desinfetantes de uso doméstico sobre Enterococcus sp. isolados do arroio Diluvio, RS,
Brasil). O corrego arroio Diluvio, localizado em uma area central de Porto Alegre-RS, recebe diariamente lixo e esgoto domés-
tico de varios bairros da cidade, que sem o tratamento adequado poderdo ser fonte de diferentes micro-organismos, entre eles
destacam-se os enterococos.-No presente estudo foi testada a atividade de desinfetantes e antissépticos de uso doméstico frente
aos micro-organismos isolados dessas dguas residuais. Foram testados 15 produtos desinfetantes e seis produtos antissépticos
em 28 enterococos isolados do arroio Diluvio. A atividade dos produtos selecionados foi verificada por meio do método de
difusdo em disco. Os produtos com atividades desinfetante e antisséptica para os enterococos foram submetidos ao método
de concentragao inibitoria minima, obtida pela dilui¢ao dos produtos em 50% até 1,563%, por 24 ¢ 48 h de exposi¢ao. Dos 21
produtos testados, 13 desinfetantes e a cinco antissépticos apresentaram atividade contra os enterococos isolados do arroio Di-
lavio. Apesar da maioria dos produtos mostraram-se eficientes quando aplicado puro (100%), muitos tiveram a eficiéncia de sua
atividade antimicrobiana reduzida ja na primeira diluigao do produto, de 50%, e no tempo de exposi¢do de 24 horas. O periodo
de exposi¢ao mostrou-se um fator importante no crescimento bacteriano, ja que o tempo de permanéncia de um composto pode
influenciar essa capacidade de crescimento das bactérias. O presente estudo demonstrou que os desinfetantes e antissépticos
domésticos testados, em sua grande maioria, mostraram-se eficientes no controle de cepas de enterococos susceptivel e resistente
a antimicrobianos isolados do arroio Dilavio.
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ABSTRACT: (Action of household antiseptics and disinfectants against Enterococcus sp. isolated from Diluvio stream, Rio
Grande do Sul state, southern Brazil). Located in downtown Porto Alegre, Rio Grande do Sul state, southern Brazil, the Diltivio
stream receives waste and domestic sewage inflow daily from several districts of the city. If not properly treated, such wastewater
can be the source of different microorganisms like enterococci. In the present study, the activity of household disinfectants and
antiseptics was tested against microorganisms isolated from such wastewater. Fifteen disinfectants and six antiseptic products
were tested against 28 enterococci isolated from Diluvio stream by the disk diffusion method. Products showing anti-enterococci
activity were subjected to the minimum inhibitory concentration method, which was obtained by diluting products in 50% to
1.563% for 24 and 48 h of exposure. Of the 21 tested products, 13 disinfectants and five antiseptics showed activity against
enterococci isolated from the Diltivio stream. Although most products proved to be efficient when pure (100%), many had their
antimicrobial activity efficiency reduced already in the first dilution (50%) and in the 24-h exposure time. Exposure period
revealed to be an important factor for bacterial growth, since the time of permanence of compounds may influence the capacity
of bacteria to grow. Our study demonstrated that most tested household disinfectants and antiseptics proved to be efficient in
controlling antimicrobial-susceptible and -resistant enterococci strains isolated from the Diluvio stream.

Keywords: Gram-positive bacteria, chemical agents, control, resistance, susceptibility.

INTRODUCAO

O Arroio Dilavio é um importante corrego localizado
na cidade de Porto Alegre, estado do Rio Grande do Sul,
apresentando uma extensdo de 17.605 m. Esse corrego
nasce na represa Lomba do Sabao localizada no Parque
Natural Municipal Saint-Hilaire no municipio em Viamao
e desagua no afluente Guaiba, que por sua vez serve de
fonte de abastecimento de 4gua a populagdo de Porto Ale-
gre (Faria & Morandi 2002). Arroio Diluvio recebe agua
de afluentes dos corregos como os arroios dos Marianos,
Beco do Salso, Sdo Vicente, Mato Grosso, Moinho,
Cascata e Aguas Mortas, além de receber anualmente
50.000 m*de terra e lixo, e ainda aguas pluviais de mais

de 36 bairros, representando uma parcela significativa do
sistema de drenagem da cidade (Young 2010). Carrega
ainda o esgoto cloacal de trés bairros para o rio Guaiba,
0s quais, se ndo tratados adequadamente, poderdo ser uma
fonte de micro-organismos potencialmente patogénicos.

Dentre os micro-organismos ja isolados do Arroio
Dilavio, destacam-se bactérias gram-positivas, como
os enterococos e estafilococos, e gram-negativas, como
a Escherichia coli e a Klebsiella pneumoniae (Oli-
veira et al. 2012, Nachtigall et al. 2013, Basso et al.
2014). Os micro-organismos do género Enterococcus
caracterizam-se por apresentarem crescimento numa
faixa de temperatura de 10 °C a 45 °C, habilidade de
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crescerem em elevadas concentragcdes de NaCl (até
6,5%) e hidrolisarem a esculina em presenga de 40% de
sais biliares (Lebreton, Williems & Gilmore 2014). Esta
capacidade de tolerar diferentes condigdes faz com que
este género tenha uma ampla distribui¢do na natureza,
podendo compor a microbiota de humanos e animais,
e em inumeros ambientes como solo, agua, plantas e
em produtos alimentares, servindo como probioticos
ou cultura iniciadora (starter) (Araujo & Ferreira 2013,
Mucinhato et al. 2015, Riboldi et al. 2009, Frazzon et al.
2010, Prichula et al. 2013, Medeiros et al. 2016).

Em humanos e animais, o genéro Enterococcus além
de compor a microbiota intestinal, é considerado um
patoégeno oportunista quando coloniza diferentes com-
partimentos extra-intestinais do corpo, podendo causar
desconfortos e problemas de satide incluindo bacteremia,
infecgdes intra-abdominais e do trato urinario (Devriese,
Baele & Butaye 2006, Chotinantakula, Chansiwa & Oka-
dab 2017). Outra caracteristica importante deste género é
aresisténcia a uma ampla variedade de antimicrobianos,
devido a sua capacidade de adquirir genes de resisténcia
provenientes de outros micro-organismos, como por
exemplo, por meio de plasmideos ou transposons, bem
como, a resisténcia intrinseca (Mundy, Sahm & Gilmo-
re 2000, Perugini et al. 2005). Cepas de enterococos
resistentes a antibidticos ja foram isolados de diversas
fontes (Campos et al. 2013, Horner et al. 2005, Riboldi
et al. 2009), incluindo em Arroio Diluvio (Nachtigall et
al. 2013).

O controle do crescimento microbiano ¢ muito impor-
tante na prevencao das doengas, podendo ser realizado
por diferentes métodos, como o emprego de antibioticos,
agentes quimicos, como antissépticos e desinfetantes e
agentes fisicos (Castelanos & Jouclas 1974, McDonnell
& Russel 1999, Novato et al. 2013). Entretanto, existe
uma variacdo muito grande em termos de sensibilidade
entre 0s micro-organismos e os métodos quimicos de
controle. Por exemplo, cepas de Staphylococcus spp.
isoladas de afluentes da rede hospitalar, amostras padrdes
e diferentes amostras clinicas ndo apresentaram sensibili-
dade aos compostos ativos, como, cloreto de benzalconio,
digluconato de clorexidina, fendis sintéticos, quaternario
de amonio e clorohexidina (Rocha et al., 2011, Teixeira et
al. 2012, Liuet al., 2015, Ignak et al., 2017). Também foi
observado que cepas de Enterococcus faecalis isolados
de carne de frango ndo apresentaram sensibilidade ao
hipoclorito de s6dio nas concentragdes de 8,5% e 2,5%, e
cepas de enterococos isoladas de amostras clinicas foram
insensiveis ao antisséptico clorohexidina (Koljalg et al.
2002, Negreiros, 2011). Poucos séo os estudos referentes
anao sensibilidade de bactérias isoladas de 4guas residu-
ais aos desinfetantes e antissépticos. Nuiiez ¢ Moretton
(2007) constataram que a populacdo bacteriana isolada
de efluentes de um hospital em Buenos Aires na Argen-
tina apresentava uma elevada resisténcia a clorexidina e
pouca resisténcia ao glutaraldeido e ao iodo povidona.

A auséncia de dados sobre a atividade de desinfetantes

e antissépticos de uso doméstico frente aos micro-orga-
nismos isolados de dguas residuais é essencial, especial-
mente pela importancia socioambiental do corrego Arroio
Dilavio e de saude publica para a populagdo da cidade de
Porto Alegre. Sendo assim, neste estudo, foi investigado
o efeito de diferentes antissépticos e desinfetantes; de uso
doméstico sobre enterococos isolados do Arroio Dilivio e
correlacionado com o perfil de resisténcia antimicrobiana
dos isolados.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos desinfetantes e antissépticos

Desinfetantes e antissépticos foram selecionados
conforme seu principio ativo e¢ a sua disponibilidade
em supermercados da regido metropolitana de Porto
Alegre-RS. Para o presente estudo foram selecionados
15 desinfetantes (A a G) e seis antissépticos (H a M)
(Tab. 1). As marcas com o mesmo principio ativo foram
comparadas para avaliar a eficiéncia dos produtos.

Determina¢do da presenc¢a de micro-organismos
nos desinfetantes e antissépticos

Para verificar se nenhuma das solucdes utilizadas
nos experimentos encontrava-se contaminada, foi rea-
lizado um teste das solugdes. Aliquotas de 100 pL dos
desinfetantes e dos antissépticos foram semeadas por
espalhamento em placas de Petri contendo meio agar
Cérebro-Coragao (BHIA-Brain Heart Infusion) e incu-
badas a 37 °C por 24 h.

Selec¢do dos enterococos isolados do Arroio Diluvio

Vinte e oito cepas de enterococos isolados de amostras
de aguas residuais do corrego Arroio Dilivio entre janeiro
e dezembro de 2009, foram selecionadas da Bacterioteca
do Laboratorio de Microbiologia Ambiental e Alimentar
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universida-
de Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As diferentes
cepas foram selecionadas baseadas no perfil de resisténcia
aos antimicrobianos e ponto de coleta. Todos os isolados
haviam sido previamente identificados em espécie através
por meio de testes bioquimicos e analisados quanto ao
perfil de susceptibilidade (Nachtigall ez al. 2013) (Tab. 2).

As cepas selecionadas haviam sido isoladas de aguas
coletadas em cinco diferentes pontos do cérrego Arroio
Dilavio; sendo o Ponto 1: nascente do arroio, represa da
Lomba do Sabao; Ponto 2: Avenida Ipiranga / Antonio
de Carvalho; Ponto 3: Avenida Ipiranga / Rua Guilherme
Alves; Ponto 4: Avenida Ipiranga / Rua Ramiro Barce-
los; Ponto 5: Avenida Ipiranga / Borges de Medeiros.
(Nachtigall et al. 2013)

As cepas que se encontravam mantidas a -80 °C em
glicerol foram reativadas inoculando-as por método de
esgotamento em placas de Petri contendo meio agar
BHIA e incubadas a 37 °C durante 24 h. A pureza das
cepas foi verificada pelo método de coloragdo de Gram.
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Tabela 1. Produtos desinfetantes e antissépticos selecionados com seus principios ativos e valores de mercado.

Produto  Principio Ativo Valor (RS)
A Quaternario de amonio 0,46% 9,98
B Nonil fenol etoxilado 9,5 mols de 6xido de eteno 8,49
Cl1 Hipoclorito de Sodio 2,88% 10,98
C2 Hipoclorito de sédio - teor cloro ativo 2-2,5% 2,90
C3 Hipoclorito de sédio - teor cloro ativo 2-2,5% 2,39
‘s C4 Hipoclorito de sédio 8,34% 6,59
= D1 Cloreto de Benzalconio 0,52% 8,79
E D2 Cloreto de benzalcdnio 1,152% 4,45
; El Linear alquilbenzeno sulfonato de sddio; amonia 5,59
KE E2 Linear alquil benzeno sulfonato de s6dio; peroxido de hidrogénio 5,00
a E3 Linear alquil benzeno sulfonato de sédio; lauril éter sulfato de sodio 5,19
F Lauramina 6xida; lauril éter sulfato de sédio 5,89
G1 Cloreto de benzil alquil dimetil amonio/ cloreto de didecil dimetilamodnio 3,50
G2 0,45% de Cloreto de Benzil Alquil Dimetil Amdnio / Cloreto de Didecil Dimetilamdnio e 3,99
0,35% de Cloreto de Cetil Trimetil Amonio.
G3 Cloreto de alquil dimetil benzil amoénio 7,06
8 H Fluorido de s6dio (contém 217 ppm de ion de fluor; nitrato de potassio 3%) 18,50
< I 0.053% cloreto de cetilpiridinio monoidratado; cloreto de soédio 226ppm ion de fluor 16,50
: J Fluoreto de s6dio 0.05%; cloreto de cetilpiridinio 0.075% 14,40
2 K Timol; Eucaliptol; Salicilato De Metila; Mentol 17,75
g L Gluconato de Clorhexidina a 0,12% 27,90
< M Digliconato de clorexidina 1% dissolvido alcool 16,14

Teste da atividade dos desinfetantes e antissépticos
frente aos isolados de enterococos

A eficiéncia dos 21 produtos selecionados foi verifi-
cada através do método de difusdo em disco para os 28
isolados. O método consistiu na aplicagdo de 20 pL da
solucdo desinfetante ou antisséptica na sua concentragao
pura em discos de papel filtro estéreis. Os discos foram
dispostos em placas de Petri contendo meio de cultura
agar Miiller-Hinton, previamente inoculado com isolado
na concentragdo de 0,5 McFarland (1,5 x 10® - UFC/
mL) e posteriormente as placas foram incubadas a 37
°C por 24 h.

A determinacdo da atividade dos desinfetantes e
antissépticos foi avaliada pela medi¢do do diametro do
halo em milimetro (mm), sendo empregado o seguinte
parametro: (-) ndo sensivel = para didmetros menores
do que 8 mm; (+) pouco sensivel = diametros entre 9 —
14 mm; (++) sensivel = didmetros entre 15 — 19 mm; e
(+++) muito sensivel = didmetros maiores do que 20 mm.
Estes parametros foram empregados seguindo Negreiros
et al 2016.

Determina¢dao das menores dilui¢oes dos antis-
sépticos e desinfetantes

Com o objetivo de verificar qual a menor diluigdo dos
desinfetantes e antissépticos que apresentaram atividade
frente aos enterococos, foi empregada a técnica da con-
centragdo inibitoria minima (CIM). Este ensaio seguiu
conforme o realizado por Mazzola et al. (2009).

Para os desinfetantes A, C3,C4,E1, E2, E3,F, G2 ¢ G3

e antissépticos I, J, K, L e M os ensaios foram realizados
em microplacas de poliestireno de 96 pocos com fundo
em U. Para o ensaio foram adicionados a todos os pogos
95 uL de caldo tripticaseina de soja (TSB-Tryptic Soy
Broth), a seguir 95 uL do desinfetante ou antisséptico
puro (100 %), homogeneizados e a partir desta mistura
contendo 50% da diluigao do desinfetante ou antisséptico,
95 uL foi retirado ¢ utilizado para as dilui¢des seriadas
nas concentracdes de 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125% e
1,563%.

Apbs as diluigdes realizadas, em cada pogo foi adi-
cionado 10 pL de suspensdo bacteriana ajustada na
escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Todos os
experimentos foram realizados em duplicata. O controle
negativo continha 190 pL do produto puro (100%) sem
adi¢do de bactéria e o controle positivo continha 190 uL.
TSB e 10 pL da suspensdo bacteriana.

As diluigdes para os desinfetantes B e D2 foram deter-
minadas por macrodilui¢des em tubos. Para este ensaio
foram adicionados nos tubos 1 mL de caldo TSB, 100
uL de suspensdo bacteriana ajustada na escala 0,5 de
McFarland (1,5 x 103 UFC/mL) e 1 mL do desinfetante
puro (100%). A partir desta mistura de 50%, o volume
de 1 mL foi retirado e utilizado para as dilui¢des seriadas
até a diluicdo final de 1,563%. Para o desinfetante D2
que diferenciava do D1, apenas na concentragdo do com-
posto ativo cloreto de benzalconio, foi avaliado apenas
a diluigdo de 50%, isso porque o desinfetante D1 que
apresentava dilui¢ao de 50% do principio ativo (0,52%)
era pouco ativo frente as bactérias avaliadas, sendo assim
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Tabela 2. Espécies e perfil de sensibilidade aos antibioticos dos enterococos isolados de diferentes pontos do Arroio selecionados para o estudo.

Ponto de Coleta Espécie Perfil de resisténcia® n® de isolados
Enterococcus faecalis Sensivel 3
1 Enterococcus casseliflavus Sensivel 1
Enterococcus casseliflavus Eri 4
Enterococcus mundtii Sensivel 2
2 Enterococcus casseliflavus Eri - Cip — Nor 1
Enterococcus faecium Eri -Cip — Nit 1
Enterococcus spp. Eri 1
Enterococcus faecalis Sensivel 1
Enterococcus faecalis Eri - Cip — Nor 1
Enterococcus faecium Eri - Cip — Nit 1
3 Enterococcus faecalis Eri 2
Enterococcus faecium Sensivel 1
Enterococcus hirae Sensivel 1
Enterococcus faecium Eri 1
Enterococcus hirae Sensivel 1
Enterococcus faecalis Sensivel 1
! Enterococcus faecium Eri - Cip — Nor 1
Enterococcus faecium Eri — Cip 1
Enterococcus faecium Eri 1
5 Enterococcus gallinarum Eri - Cip — Nor 1
Enterococcus hirae Sensivel 1

a. Abreviaturas dos antibioticos: Eri, Eritomicina; Cip, Ciprofloxacino; Nor, Norfloxacino; Nit, Nitrofurantoina.

o ensaio foi realizado para verificar se mesmo diluindo
o D2, este ainda teria a mesma atividade.

As microplacas e os tubos foram incubados a 37 °C,
por 24 h e 48 h. A diluicdo que apresentava atividade
foi determinada pela analise visual pela auséncia do
crescimento bacteriano.

RESULTADOS

Atividade dos desinfetantes e antissépticos frente
as cepas de enterococos isoladas do corrego ar-
roio Diluvio

A agdo dos desinfetantes e antissépticos frente aos 28
isolados de enterococos testados em relagdo aos pontos
de coleta pode ser observada nas figuras 1 e 2, respectiva-
mente. Dentre os 15 desinfetantes utilizados neste estudo,
13 apresentaram atividade para todos os enterococos
testados. Os principios ativos destes desinfetantes eram:
quaternario de amoénio (A); hipoclorito de sodio (C1, C2,
C3 e C4); cloreto de benzalconio na concentragdo de
1,152% (D2); sulfonato de alquilbenzeno linear de sddio
(E1, E2, E3); lauramina oxida com lauril éter sulfato de
sodio (F) e cloreto de alquil dimetil benzil amonio (G1,
G2 e G3) (Fig. 1).

Os desinfetantes com principios ativos de nonil fenol
etoxilado 9,5 mols de 6xido de eteno (B) e de cloreto de
benzalconio na concentragdo de 0,52% (D1) apresen-
taram pouca atividade frente as cepas testadas, sendo o
desinfetante D1 ativo somente contra quatro cepas de

enterococos - E. casseliflavus (isolado do ponto 1), E.
mundtti (isolado do ponto 2), Enterococcus spp. (isola-
do do ponto 3) e E. faecium (isolado do ponto 5). Ja o
desinfetante B foi ativo somente contra cinco cepas de
enterococos — trés do ponto 3 (um E. faecalis e dois E.

faecium) e duas do ponto 5 (um E. gallinarum e um E.

hirae) (Fig. 1).

Em relacdo aos seis antissépticos avaliados, cinco
apresentaram atividade para todos dos enterococos tes-
tados (Fig. 2). Os principios ativos dos compostos eram
cloreto de cetilpiridinio monoidratado e cloreto de s6dio
(I); fluoreto de sddio e cloreto de cetilpiridinio (J); timol,
eucalipto, salicilato de metila ¢ mentol (K); gluconato
de clorhexidina (L); e digliconato de clorexidina (M). O
antisséptico cujo composto ativo era fluorido de sodio
(H) n2o apresentou atividade para os isolados testados
(Fig. 2).

Nao houve uma associacdo entre o perfil sensibilidade
aos desinfetantes e/ou antissépticos dos isolados com o
ponto de isolamento do coérrego arroio Diluvio e com o
perfil de resisténcia/susceptibilidade aos antibidticos dos
isolados testados.

Menores dilui¢des dos antissépticos e desinfe-
tantes com atividade aos enterococos isolados

do corrego Arroio Diluvio

Os valores encontrados para as menores diluigdes
com atividade para os 28 isolados quando expostos aos
desinfetantes e antissépticos nos tempos 24 e 48 horas
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Figura 1. Perfil de sensibilidade dos enterococos isolados de diferentes pontos do Arroio Dilavio frente aos desinfetantes testados (A, B, C1,
C2,C3,C4, D1, D2, El, E2, E3, F, G1, G2 ¢ G3) pelo método de difusdo em disco. Padrdo empregado para a classificagdo do perfil de sensi-
bilidade: (-) ndo sensivel = para diametros menores do que 8 mm; (+) pouco sensivel = diametros entre 9 — 14 mm; (++) sensivel = didmetros
entre 15 — 19 mm; e (+++) muito sensivel = didmetros maiores do que 20 mm. Os ntimeros de 1-5 definem os pontos de coleta.

variaram de 50% a 1,563% e encontram-se nas figuras
3 e 4, respectivamente.

Em 24 ¢ 48 horas o desinfetante A (quaternario de
amonio) mostrou-se ativo para a maioria das cepas tes-
tadas na menor diluicdo (1,563%). Ja os desinfetantes
que apresentavam os compostos ativos de hipoclorito de
sodio (C3 e C4); linear de sodio (E1, E2 e E3) e cloreto
de alquil dimetil benzil aménio (G1, G2 e G3) variaram
suas atividades nas dilui¢des entre 50% a 1,563% para
as 28 cepas de enterococos. A maioria dos desinfetan-
tes, com excecdo dos desinfetantes E2 e G2, apresentou

maior atividade na dilui¢do de 50%, em 24 e 48 horas
de exposicao.

Os desinfetantes E2 e G2 que apesar de apresentarem a
mesmo composto ativo dos outros desinfetantes dos seus
grupos eram de marcas diferentes. Em relagdo ao desin-
fetante E2, em 24 horas de exposicdo, 25 cepas (89,29%)
apresentaram sensibilidade a menor diluicdo testada
de 1,563% e trés (10,71%) para a diluicdo de 6,25%.
Entretanto, apds 48 horas de exposicao, as dilui¢des de
50%, 25%, 6,25%, 3,125% e 1,563%, apresentaram ati-
vidade para 12 (42,86%), trés (10,71%), trés (10,71%),

10

Numero de isolados
wh
T

u
T

b
T

Figura 2. Perfil de Perfil de sensibilidade dos enterococos isolados de diferentes pontos do Arroio Diluvio frente aos antissépticos testados
(H, L, J, K, L e M) pelo método de difusdo em disco. Padrdo empregado para a classificagdo do perfil de sensibilidade: (-) ndo sensivel = para
diametros menores do que 8 mm; (+) sensivel = diametros entre 9 — 14 mm; (++) muito sensivel = diametros entre 15 — 19 mm; e (+++) extre-
mamente sensivel = didmetros maiores do que 20 mm. Os numeros de 1-5 definem os pontos de coleta.
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Figura 3. Valores das dilui¢des dos desinfetantes (A, B, C3, C4, E1, E2, E3, F, G2 e G3) e antissépticos (I, J, K e L), frente as cepas de entero-
cocos isoladas de diferentes pontos do Arroio Diltvio por 24 h de exposi¢ao. Os numeros de 1-5 definem os pontos de coleta.

um (3,57%) e nove cepas (32,14%) respectivamente. O
desinfetante G2 (cloreto de alquil dimetil benzil amo-
nio) inibiu o crescimento de 23 cepas (82,14%) na menor
dilui¢ao testada de 1,563%, em 24 horas de exposi¢ao,
entretanto em 48 horas esta mesma dilui¢do manteve
ativa para 12 cepas (42,85%).

O ensaio de dilui¢do para o desinfetante B (nonil fe-
nol etoxilado 9,5 mols de 6xido de eteno) foi realizado
somente para as cinco cepas que apresentavam sensi-
bilidade a este desinfetante no ensaio anterior, ¢ em 24
horas de exposicao, o desinfetante apresentou atividade
contra quatro cepas na diluigdo de 50% e uma cepa na

10

diluicdo de 25%. Entretanto, em 48 horas de exposi¢ao,
o desinfetante apresentou atividade na diluicao de 50%
para todas as cepas. Diferente do que observado para o
desinfetante D1, o desinfetante D2 (cloreto de benzalco-
nio na concentragdo de 1,152%) em 24 horas foi eficiente
para eliminar 26 das cepas de enterococos testadas na
diluigdo de 50% (equivalente a 0,52% do principio ativo)
e manteve esta atividade em 48 horas de exposicao.

O desinfetante F (lauramina oxida com lauril éter sul-
fato de so6dio), também apresentou variagdes de atividade
nas diferentes diluicdes, em 24 horas de exposicao, 14
cepas (50%) apresentaram sensibilidade a diluigdo de
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Figura 4. Valores das dilui¢des dos desinfetantes (A, B, C3, C4, E1, E2, E3, F, G2 e G3) e antissépticos (I, J, K e L), frente as cepas de entero-
cocos isoladas de diferentes pontos do Arroio Diluvio por 48 h de exposi¢do. Os numeros de 1-5 definem os pontos de coleta.
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50%, 11 cepas (39,29%) na menor diluicdo testada de
1,563% e trés cepas para as dilui¢des de 25%, 12,5%,
e 3,125%, respectivamente. Em 48 horas de exposicao,
apesar de se observar altera¢do na capacidade de inibir o
crescimento microbiano, este desinfetante manteve ainda
sua capacidade de inibir o crescimento de um elevado nu-
mero de cepas na menor concentragao testada de 1,563%.

Em relagdo aos antissépticos testados, podemos
observar que houve variagoes nas atividades frente as
dilui¢des avaliadas e tempo de exposi¢ao. Os antissép-
ticos I (cloreto de cetilpiridinio monoidratado e cloreto
de sadio), J (fluoreto de sddio e cloreto de cetilpiridinio);
K (timol, eucalipto, salicilato de metila e mentol) e L
(gluconato de clorhexidina) em 24 horas de exposigao,
como exce¢do do K, apresentaram maior atividade nas
dilui¢des de 50% e 1,563%. Entretanto, em 48 horas de
exposicao, apenas a diluicdo de 50 % foi capaz de inibir
o crescimento das cepas de enterococos. Em relagao
ao antisséptico K, em 24 horas de exposicao, 26 cepas
(92,86%) apresentaram inibi¢do de crescimento na dilui-
¢do de 50%, uma (3,57%) na dilui¢ao de 3,125% e uma
(3,57%) na diluicao de 1,563%.

Nao foi possivel determinar a menor dilui¢do com
atividade do antisséptico M (digliconato de clorexidina)
em 24 e 48 horas de exposicao, pois o produto testado
quando em contato com o caldo TSB, formava um pre-
cipitado que inviabilizava a observagdo do crescimento
bacteriano.

Como observado, além da composicao diferente dos
produtos e as caracteristicas das diferentes espécies, o
tempo de exposi¢ao também é um fator importante para
inibir o crescimento bacteriano, pois o efeito residual de
um certo composto que ficara mais tempo no ambiente
pode fazer com que aumente ou diminua essa capacidade
de crescimento das bactérias (Tortora et al. 2016) .

DISCUSSAO

Acredita-se que todos os isolados foram sensiveis
ao desinfetante A porque esta substancia possui como
composto ativo, o quaternario de aménio. Este composto
possui um mecanismo de a¢do que age aumentando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica dos micro-
-organismos, permitindo a hidratagdo das células e seu
colapso com perda de nitrogénio e potassio e também
ocorre a inativacao do sistema enzimatico bacteriano
(Pinto 2006), o que o torna um desinfetante com grande
atividade antimicrobiana. A atividade deste composto ja
foi testada para bactérias gram-negativas e gram-postivas
e se mostrou eficiente em outros estudos (Jung, Wen &
Sun 2017).

O desinfetante B apresentou isolados que foram tole-
rantes ao composto ativo, nonil fenol etoxilado 9.5 mols
de 6xido de eteno, um surfactante tensoativo nao-ionico,
ou seja, € um detergente que modifica a tensdo superficial
do liquido no qual esté dissolvido e desta forma facilita
a interagdo com outras substancias (Santos et al. 2018).
A tolerancia a este composto pode estar associada a

concentracao deste surfactante o qual ndo foi suficiente
para inibir a atividade bacteriana sendo, portanto, um
desinfetante de baixa efetividade. Nao foram encontrados
dados do uso deste composto para inviabilizar o cresci-
mento bacteriano em outros estudos.

Os desinfetantes C (C1, C2, C3 e C4), que possuem
como composto ativo o hipoclorito de sodio, tiveram
todos os isolados testados sensiveis a ele. Este, na pre-
sen¢a de micro-organismos permite que ocorram diversas
reacdes que conduzem ao efeito antimicrobiano, como,
reacdo de saponificagdo, neutralizacdo de aminoacidos
e reagdo de cloramina (Valadas 2015) e dessa forma ¢é
considerado um desinfetante com grande atividade an-
timicrobiana. Este composto ja havia demonstrado sua
eficiéncia em outros estudos (Sassone et al. 2008, Gomes
et al. 2010, Ibrahim & Abdullah 2008).

Os desinfetantes D (D1 e D2), E1 e G (G1, G2 ¢ G3)
que possuem, respectivamente, como composto ativo
cloreto de benzalconio, cloreto de alquil dimetil benzil
amonio/cloreto de alquil dimetil benzil amonio, linear
alquilbenzeno sulfonato de sodio e amoénio, sdo consi-
derados compostos de quaternario de aménio (Carvalho
et al. 2017). No entanto, o produto desinfetante D1
apresentou cepas nao sensiveis ao seu composto ativo.
Isto pode ter acontecido devido a concentragao menor do
composto ativo neste produto comparado ao desinfetante
D2 e também por ser da primeira gerac¢do de quaternario
de amdnio, pois quanto maior a geracao do quaternario
melhor ¢ a sua a¢do antimicrobiana. O composto de
cloreto de benzalconio havia sido eficiente em outro es-
tudo utilizando Escherichia coli (Carvalho et al. 2017).
Ainda, estes compostos ja haviam demonstrado eficiéncia
para outras bactérias, como Pseudomonas fluorescens,
E. faecalis Staphylococcus aureus e Enterococcus
hirae (Sousa-Silva et al. 2018, Pablos et al. 2018, Rios-
-Castillo et al. 2018).

Os produtos E1, E2 e E3 tem em comum na sua com-
posicdo o composto ativo sulfonato de alquilbenzeno
linear, o qual ¢ um tensoativo anidnico que contém uma
por¢do hidrofobica (apolar) e uma por¢ao hidrofilica
(polar) sendo, portanto, uma substincia surfactante,
ou seja, promove a limpeza das superficies através
da interag¢do tanto com a gordura quanto com a agua
(Mendes 2016). O que difere estes produtos é o outro
composto ativo presente na formulacdo, sendo amonia
para o composto E1 (ja referido), perdxido de hidrogénio
para o composto E2 e lauril éter sulfato de sodio para o
composto E3. O perdxido de hidrogénio age atingindo
a membrana lipidica, o DNA e outros componentes das
células devido os radicais livres que ele produz (Mattos
et al. 2002); a enzima catalase decompdem este composto
em agua e oxigénio e, portanto, retira a toxicidade do
composto. No entanto, as bactérias catalase negativas
(como os enterococos) ndo possuem essa enzima, sendo
entdo atacadas pelos radicais livres produzidos e levadas
a morte. Desta forma, todos os isolados foram sensiveis
ao desinfetante E2 tornando-o de grande atividade an-
timicrobiana. Este composto ja havia demonstrado o
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seu potencial antimicrobiano frente a micr-organismos
presentes em amostras de d4guas em outro estudo (Peres
et al. 2008). Sabe-se também que o lauril éter sulfato de
sodio ¢ um tensoativo anidnico usado em detergentes
sintéticos e no preparo de sabonetes liquidos; muitos
surfactantes tornam-se tOXicos aos micro-organismos
ligando-se a enzimas, proteinas estruturais e fosfolipidios
ou até alterando a hidrofobicidade da célula bacteriana ao
apresentar uma concentra¢ao acima do valor minimo de
tensao superficial (Paulo et al. 2017). Assim, foi possivel
que o desinfetante E3 apresentasse uma alta atividade
antimicrobiana. Estudos sobre este composto atuando
como desinfetante e sua atividade contra bactérias nao
foram encontrados na literatura.

Outro desinfetante que apresenta em sua composi¢ao o
lauril éter sulfato de sodio € o produto F, todavia também
apresenta em sua formulacdo o composto ativo de laura-
mina 6xida. Este ¢ um tensoativo principal ou secundario
que melhora a ac¢do de detergéncia quando em sinergia
com outros tensoativos (Aromox 2018). Acredita-se
que a efetiva atividade antimicrobiana do desinfetante F
ocorreu conforme ja referido para os surfactantes.

No presente estudo todos os isolados foram ndo sen-
siveis ao antisséptico H. Isso pode ter ocorrido devido
ao composto ativo de fluorido de sodio (contém 217
ppm de ion de fllior; nitrato de potassio 3%). Uma das
hipoteses € que apesar das enzimas glicoliticas serem
inibidas pelo ion de fluor, o qual entra no interior das
bactérias e dissocia-se causando a inibicdo da enolase
(Zanin et al. 2007) por se tratar de um enxaguatorio bucal
sua acdo soO € ativa quando em contato com o aparelho
bucal, pois o nitrato de potassio a 3% ¢ utilizado para
proporcionar alivio da sensibilidade dentaria ndo tendo
acdo antimicrobiana e o fluor utilizado para fortalecer a
superficie dentaria. Assim, o composto ativo em contato
com meio de cultura ndo foi suficiente para se tornar
eficiente a ponto de matar as bactérias.

Por outro lado, os antissépticos I e J também apesar de
apresentarem ion de flior em sua composigao apresentam
um outro composto, o cloreto de cetilpiridinio, o qual
¢ considerado um composto de quaternario de amonio
(Torres et al. 2000), desta forma essa combinacdo de
compostos foi o que possibilitou o composto ativo con-
seguir atingir a eficiéncia a ponto de matar as bactérias.
Alguns estudos ja haviam demonstrado a efetividade da
atividade antimicrobiana destes compostos, mas frente
a bactérias da boca (Bowden 1990, Moran et al. 2000,
Van Loveren 2001, Alves et al. 2012, Lussi, Hellwig &
Klimek 2012).

Os isolados foram sensiveis ao antisséptico K que apre-
senta como composto ativo timol; eucaliptol; salicilato
de metila; mentol. Estas substancias sdo classificadas
como compostos fendlicos e possuem alta capacidade de
interacdo com determinados componentes da placa bac-
teriana. Os mecanismos de agdo destes 6leos baseiam-se
no poder de alterar a rigidez da parede celular da bactéria
(Aratjo et al. 2015). Portanto, o antisséptico K pode ser
considerado efetivo como antimicrobiano. A efetividade

da atividade antimicrobiana destas substancias j& havia
sido demonstrada em estudos com outras bactérias,
como para Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Streptococcus mutans e E. faecalis (Erriu et al. 2013,
Vlachojannis 2015).

Para os antissépticos L e M, todos os isolados apresen-
taram sensibilidade aos seus compostos ativos. Estes sdo
gluconato de clorhexidina; e digliconato de clorexidina
1% dissolvido alcool, respectivamente. O mecanismo
de acdo ¢ iniciado a partir da liga¢do da clorexidina a
parede celular bacteriana possibilitando assim a adsor¢ao
das cargas positivas desta molécula as cargas negativas
das superficies bacterianas, tornando-a mais permeavel
e permitindo a entrada do composto ao meio citoplasma-
tico, causando a lise da membrana celular com liberagdo
das estruturas celulares do micro-organismo (Zanatta &
R&sing 2007), o que o torna um antisséptico com grande
atividade antimicrobiana. Este composto ativo também
apresentou efetiva atividade antimicrobiana contra Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus coagulase positiva
isoladas das glandulas mamarias de vacas com mastite
subclinic; culturas-padrdes de S. mutans (ATCC 25175),
E. faecalis (ATCC 19433), S. aureus (ATCC 6538), Can-
dida albicans (ATCC 10231), e enterococos resistentes
a vancomicina (Pedrini & Margatho 2003, Bugno et al.
2006, Deshpande ef al. 2018).

Os testes das diluicdes foram feitos para avaliar até
que diluigdes os desinfetantes e os antissépticos poderiam
continuar apresentando atividade antimicrobiana. Testes
de CIM utilizando desinfetantes ja foram realizados para
outras bactérias , como Enterobacteriaceae Staphylo-
coccus spp, Bacillus spp, e E. coli (Nufies & Moretton
2007, Jung, Wen & Sun 2017), no entanto nao foram
encontrados dados de CIM utilizando antissépticos para
outras bactérias.

Os resultados deste trabalho demonstraram que os
desinfetantes e antissépticos testados neste estudo e
comercializados no Rio Grande do Sul, em sua grande
maioria mostraram-se eficientes quanto a atividade an-
timicrobiana dos compostos ativos presentes nas suas
formulagdes na sua forma concentrada para bactérias
ambientais, isoladas dos diferentes pontos do corrego
Arroio Diltvio. No entanto, muitos dos desinfetantes e
antissépticos tiveram a eficiéncia de sua atividade anti-
microbiana reduzida ja na primeira dilui¢do de 50% e no
tempo de exposigao de 24 horas.
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