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1. INTRODUCAO

Atualmente, certos compostos utilizados em industrias ttm como objetivo a
esterilizacédo e a desinfeccao de materiais e alimentos (NASCIMENTO; ALENCAR,
2014). Compostos como o hipoclorito de sédio e a clorexidina sédo conhecidamente
usados em ambientes hospitalares, odontologicos e alimenticios (HORTENSE, et
al, 2010) (SILVA; CADIMA, 2010). Outro composto amplamente utilizado nesses
ramos é o sal Cloramina T, um sal sintético que pertence a classe de liberadores
do grupamento clorina (ARNITZ et. al., 2009), garantindo ao composto um alto po-
der oxidativo, e, por isso, € amplamente empregada nas areas odontoldgicas (BUS-
SADORI et al.,, 2011) (NOGUEIRA et. al. 2021) (RANGEL, 2018), alimenticias
(KRISHNA, 2013), veterinarias e agricolas (MARTINEZ, 2017), e incubatorios (NA-
YAK et. al., 2021) como desinfetante e bactericida.

O estudo sobre estes compostos conhecidamente com acoes
antibacterianas, em especial a Cloramina T, torna-se importante frente a incidéncia
de cepas bacterianas com mecanismos de resisténcia, as quais estdo se tornando
alarmantes, pois sdo associadas a diversos fatores e sao listadas como ameacas
em potencial para a saude humana (WHO; 2020). Um dos principais exemplos des-
tes mecanismos sdo cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA), documentada desde a década de 60 (GELATTI; et al, 2009) e tendo bas-
tante incidéncia na area hospitalar (MENEGOTTO; PICOLI, 2007). Outro exemplo
sdo cepas bacterianas formadoras de biofilme, sendo este dltimo uma estrutura
heterogénea que € capaz de defender células de antibacterianos, e € um dos prin-
cipais mecanismos de resisténcia encontrado na area hospitalar, porém havendo
relatos em outras areas além desta, tendo como uma das principais representantes
de produtoras de biofilme cepas de Pseudomonas aeruginosa (LAILA; SANTOS,
2016).

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho € avaliar a atividade da Clora-
mina T frente a duas cepas bacterianas com mecanismos de resisténcia conheci-
dos: uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e uma
cepa de Pseudomonas aeruginosa (PAO1), através da técnica de disco-difusdo em
agar Mueller-Hinton.

2. METODOLOGIA

As concentracdes da solugéo da cloramina T (SIGMA — ALDRICH) utilizadas
foram estabelecidas a partir de resultados de outros trabalhos (FERREIRA, et al.
2017) (CINCAROVA et al, 2016), sendo estas: 20 mM, 15 mM, 10 mM, 5 mM, 1
mM e 0,5 mM realizadas em agua destilada estéril. A cepa bacteriana de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) foi obtida através de um
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isolado clinico; a cepa de Pseudomonas aeruginosa (PA01) foi recuperada da
bacterioteca do LaPeBBioM. Ambas foram, primeiramente, enriquecidas em caldo
BHI (Himedia) em um tempo entre 18 e 24 horas entre 35°C e 37°C. Apos, as
cepas foram cultivadas em agar Nutriente (MRSA) (Himedia), e agar MacConkey
(PAO1) (Himedia) em um tempo entre 18 e 24 horas entre 35°C e 37°C. Para a
realizacdo do ensaio de disco-difusdao em &gar, foi seguido o protocolo de disco-
difusdo pelo método Kirby-Bauer. Resumidamente, indculos das cepas testadas
foram preparados em uma escala de turbidez 0,5 McFarland (absorbancia de 0,08
a 0,1 em 600nm). Os indculos foram semeados em placas contendo meio Mueller-
Hinton, e, ap6s a semeadura, discos brancos (LB) foram distribuidos na placa.
Como controle positivo, a cepa MRSA teve como controle um disco de Oxacilina 1
Mg; a cepa PAO1 teve como controle um disco de Imipenem 10 pg. Foi pipetado nos
discos brancos, apos fixados na placa, 10uL de cada solucédo de Cloramina T, e,
apos, foi incubado entre 35°C e 37°C em um tempo de 18 a 24 horas. Os halos de
inibicdo foram lidos em milimetros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhuma das concetracdes de Cloramina T foi detectada atividade
antibacteriana nos ensaios de disco difusdo. Esperava-se qualquer tamanho de
halos nos agar, pois, de acordo com a literatura, a Cloramina T tem atividade
antimicrobiana, porém até o presente momento, ndo ha resultados padronizados
de halos para comparacédo em cepas resistentes utilizadas. Os discos de oxacilina
nao formaram halo na placa semeada com MRSA, comprovando ser uma cepa
resistente a meticilina. Na placa semenada com PAO01, o disco controle de
Imipenem teve um tamanho de halo de 12 mm, indicando que essa cepa é
resistente ao antibiotico testado como controle.

Embora estudos apontem positivamente a utilizacdo da Cloramina T para
uso antibacteriano e antibiofilme, foram observados resultados em que cepas de
Stapylococcus aureus aumentaram a producédo de biofilme na utilizacdo da subs-
tancia em doses sub-letais (CINCAROVA, 2016) (SLANY, 2017). Além disso, 0
composto, apesar de seu alto potencial oxidativo, possui uma molécula maior que
outros desinfetantes, como por exemplo, a monocloroamina e o hipoclorito de sédio
0 que acaba influenciando em seu potencial biocida (ARNITZ et. al., 2009). Esses
dados levantam hipéteses do porqué a cloramina T nédo ter causado nenhum efeito
nos testes realizados.

Além disso, mecanismos de resisténcia bacterianos estao relacionados a ge-
nes que expressam proteinas que garantem essa caracteristica as células bacteri-
anas. O MRSA possui 0 gene mecA, que altera proteinas ligadoras de penicilina
(PBP2a) diminuindo a afinidade a penicilinases, do qual faz parte o antibiético me-
ticilina, utilizado em dltima linha de defesa contra Staphylococcus aureus (GE-
LATTI; et al, 2009). Também contribuem para um suposto aumento da resisténcia,
0s mecanismos de producao de biofilme, jA bem consolidados na literatura (RA-
THER, et al, 2021). Estes sdo conhecidamente capazes de blindar as células bac-
terianas frente a antimicrobianos e desinfetantes. Assim, € possivel supor que 0s
mecanismos citados possam ter impedido a acdo do composto neste estudo.

4. CONCLUSOES

Devido aos resultados ndao condizerem com a literatura, serdo necessarios
mais estudos frente a outras cepas de microorganismos para o entendimento dos
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resultados contraditérios aos relatados atualmente. Por fim, através dos resultados
expostos apresentados neste estudo preliminar, observou-se que a Cloramina T
nao teve atividades antimicrobianas frente as cepas bacterianas multirresistentes
testadas (MRSA e PA01) no teste de disco-difusdo em agar.
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