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1. INTRODUCAO

Os antibiéticos sdo farmacos que revolucionaram o tratamento de doencas
infecciosas pois reduziram mundialmente as taxas de morbidade e mortalidade
associadas a infec¢cées bacterianas (COSTA & JUNIOR, 2017). Devido ao
desenvolvimento de multirresisténcia aos atuais antimicrobianos as infeccdes
bacterianas tem aumentado consideravelmente em ambiente hospitalar e
tornaram-se um problema de saude publica em todo o mundo (FARIA et al., 2016).
A nivel mundial, 25% das mortes ocorridas sédo decorrentes de infeccdes e 1,4
milhdes de pessoas, sofrem de infeccbes adquiridas em hospitais (PAIM et al.,
2014; BASSO et al., 2016), nesse cendario, os desinfetantes e antissépticos sao
ferramentas importantes para o controle e prevencao de infeccbes em hospitais,
ambulatérios, clinicas e consultérios (OMS, 2009). Como muitas bactérias tem um
curto tempo de geracdo, o qual pode ser de minutos, elas conseguem responder
rapidamente a mudancas ambientais, tornando-se resistentes. A resisténcia que
pode ocorrer também a nivel de desinfetantes e antissépticos é inevitavel, tendo
em vista a natural adaptacao da célula bacteriana ao agente quimico, por exemplo
(SANTOS, 2004).

O alcool etilico 70% é frequentemente utilizado para evitar a proliferacdo e
contaminacao de microrganismos, sendo considerado um agente microbicida de
nivel intermediario, segundo a classificacdo do Center of Diseases Control and
Prevention, e comumente o mais aceito pelo seu custo beneficio em relagdo aos
outros productos disponiveis no mercado (GRAZIANO et al., 2013). Pensando
nisso, torna-se imprescindivel a realizacdo de testes periodicamente para observar
a acao desses antissépticos nas bactérias presentes no ambiente. Com isso, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do
alcool etilico contra bactérias hospitalares multirresistentes.

METODOLOGIA
Amostras:

Para os testes microbiolégicos foram utilizadas bactérias multirresistentes de
origem hospitalar estocadas no Laboratorio de Micologia e Bioprospeccao do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia do IB, com resisténcia a pelo menos
trés classes de antibidticos. O uso de amostras hospitalares para fins cientificos
encontra-se respaldado por aprovacéo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) n°:
2.961.379. 2.985.372 e pela Comisséo Nacional Etica em Pesquisa (CONEP) n°:
2.880.831
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Os micro-organismos armazenados em refrigeracdo foram semeados em
meio Agar Mieller-Hinton e incubado a 36°C por 24 h.

Determinacgdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM):

A CIM foi determinada a partir da técnida de Microdiluicdo em Caldo (MC), de
acordo com o CLSI, 2006 (Protocolo M7-A6), para bactérias, adaptado para o
agente antisséptico (Alcool etilico absoluto PA 99,5% - Synth), o qual foi
solubilizado em caldo Mueller-Hinton de forma a se obter a concentracao inicial de
70%. Placas estéreis foram previamente preenchidas com 100 pL de caldo Mueller-
Hinton; em seguida acrescentou-se 0 composto antisséptico nos pocgos
correspondentes a segunda coluna, realizando-se em seguida dez sucessivas
microdiluicbes (1:2), obtendo-se dessa forma uma faixa de concentracao de 0,14 —
70%. Em seguida adicionou-se 5 pyL do in6culo bacteriano em todos os pogos,
exceto nos da primeira coluna.

O teste foi realizado em duas duplicatas, em que a primeira e ultima coluna
foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente

ApoOs 24h na estufa a 36°C, a CIM foi determinada por método colorimétrico
utilizando 60 pl de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a 0,015%, com posterior
leitura de absorbancia em 492 nm (EZ Read 400).

Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima CBM:

Para obter a CBM, foi utilizada uma aliquota de 5 pyL do pogo da microplaca
correspondente a CIM, bem como de pocos anteriores a esse, as quais foram
semeados em placa com meio de cultura Agar Mileller-Hinton e incubadas por 24h,
de forma que se fosse possivel determinar as concentracdes que poderiam ser
bactericidas.

Andlise estatistica:

Os resultados do perfil de absorbancia foram tabulados em software excel
para posterior andlise estatistica no GraphPad Prism 7.0, mediante Andlise de
Variancia (ANOVA) de uma via, seguida por teste Tukey para diferenciar os grupos,
considerando estatisticamente significativo p < 0,05. Para melhor visualizacdo dos
resultados os dados foram expressos em %, utilizado a equacao:

o . Absorbancia do po¢o
Absorbancia da concentracdo (%) : — — —— x 100
X absorbancia controle positivo

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Alcool etilico mostrou uma boa atividade bacteriostatica com faixa de acao
de 1,09 — 70%, dois isolados de Acinetobacter baumannii e Enterobacter cloacae
mostraram-se mais sensiveis, com valor da CIM em 1,09%; enquanto
Staphylococcus aureus e um isolado de Acinetobacter baumannii apresentaram
menor sensibilidade ao mesmo, com a CIM de 8,75 e 4,38%, respectivamente
(tabela 01). Acreditamos que esses diferentes resultados, especialmente para os
isolados de Acinetobacter baumannii, podem refletir o diferente perfil de resisténcia
a antimicrobianos apresentado por cada isolado, bem como devido a fatores
intrinsecos de cada isolado e espécie. Por outro lado, mesmo na concentracdo
mais alta e com conhecida atividade bactericida, o alcool etilico 70% n&o mostrou-
se eficiente para causar a morte das bactérias aqui descritas.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana in vitro de antisséptico (alcool etilico) em
diferentes concentra¢des contra bactérias multirresistentes de origem hospitalar.

Concentragao Inibitoria Concentragao Bactericida

Isolados bacterianos

Minima (%) Minima (%)
Acinetobacter baumannii®? 1,09 -
Acinetobacter baumannii® 2,19 --
Acinetobacter baumannii* 4,38 --
Enterobacter cloacae 1,09 --
Klebsiella pneumoniae 2,19 --
Staphylococcus aureus 8,75 -

Andrade et al., (2007) em pesquisa realizada na Escola de Enfermagem de
Ribeirdo Preto — USP, utilizando alcool gel 70% contra bactérias hospitalares
mediante o emprego da metodologia de gotejamento, obtiveram atividade
antibacteriana frente a todos os isolados, incluindo Staphylococcus aureus,
destaca-se que os resultados aqui descritos abordam uma diferentes metodologia
a qual emprega alcool 70% adicionado em meio nutritivo, situagdo que ocorre
apenas em poucas situacbes reais, ndo sendo a majoritaria encontrada em
ambientes hospitalares, por exemplo.

Em outro estudo realizado com profissionais de saude vinculados a 2 hospitais
da cidade de Teresina - PI, avaliou-se a eficacia de alguns produtos antissépticos
como o alcool etilico 70% e alcool gel 70% nas maos desses profissionais. Como
resultado, foi possivel observar uma bem sucedida diminuicdo das UFC’s para
ambos, sendo o alcool gel 70% 0 mais promissor, uma vez que proporcionou uma
reducao de até 93,80% nas UFCs (ROSADO & SILVA, 2016).
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Gréfico 01: Porcentagem de absorbancia em funcédo do comprimento de onda (492
nm) emitido pelo corante cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT), para diferentes faixas
de concentracao de alcool etilico testadas in vitro contra bactérias multirresistentes.

No grafico acima, é possivel observar a absorbancia de CTT em funcao das
diferentes concentracdes de alcool etilico testadas in vitro contra bactérias
multirresistentes, em que € possivel se observar claramente a CIM. As colunas que
apresentam um asteriscos na parte superior, suas respectivas absorbancias
mostraram uma diferenca estatisticamente significativas em relacéo a apresentada
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pelo controle negativo. E possivel observar claramente que as doses maiores de
alcool etilico resultaram em uma menor absorbancia, a qual reflete um menor
percentual de bactérias capazes de metabolizar o corante e como consequéncia,
gerar a coloracdo mensurada.

4. CONCLUSOES

Os resultados aqui descritos mostram que o alcool etilico apresentou
atividade bacteriostatica, mesmo em concentracdes baixas, contra bactérias
multirresistentes de origem hospitalar. Ndo observou-se atividade bactericida
mesmo para a maior concentracdo empregada. Acreditamos que os resultados
possam refletir a metodologia usada e que a mesma reflete poucas situacoes reais,
0 que mostra a necessidade do emprego de outras metodologias para ampliar os
resultados aqui descritos e valida-lo em outras situacdes, como por exemplo,
aquelas em que se usa um agente antisséptico sem o fornecimento de um meio
nutritivo para as bactérias.
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