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APRESENTACAO

A proposta da obra “As Ciéncias Bioldgicas nas Dimensées Humanista, Critica
e Reflexiva 2” € um e-book que tem como objetivo principal a apresentacdo de um
conjunto de artigos cientificos sobre diferentes areas do conhecimento em Ciéncias
Biologicas, onde cadaum dos artigos compde um capitulo, sendo no total 10 capitulos,
do volume 2 dessa obra. Essa coletanea de artigos foi organizada considerando uma
sequéncia légica de assuntos abordados nos trabalhos de pesquisas experimentais
e de revisdo da literatura, mostrando as dimensdes humanista, critica e reflexiva
sobre o0 pensamento humano relacionado aos conhecimentos nas areas da saude
e ambientais.

O objetivo primario da obra consistiu em apresentar de forma clara as pesquisas
realizadas em diferentes instituicoes de ensino e pesquisa do pais como: Instituto
de Ciéncias e Tecnologia de Universidade Federal, Centro Universitarios de Ensino
Superior, Instituto Federal de Educacéao Ciéncia e Tecnologia, Faculdades de Ensino
Superior Privado e Universidades Federais e Estaduais. Nos diferentes estudos foram
apresentados aspectos relacionados a doengas causadas por parasitos, doencgas
resultantes de traumas fisicos crénicos, relacdo entre vacinas e desenvolvimento
de uma imunidade protetora, testes de substéncias desinfectante sobre bactérias
Escherichia coli, uso de métodos contraceptivos. Também, aborda temas sobre
repteis em area urbanizadas, bacias hidricas do Brasil, macroinvertebrados em agua
brasileiras, e uso de tecnologias como recursos didaticos no ensino de astronomia.

Os temas sao diversos e bem interessantes e foram elaborados com o intuito
de fundamentar o conhecimento de discentes, docentes de ensino fundamental,
médio, mestres, doutores, e as demais pessoas que em algum momento de suas
vidas desejam obter maiores conhecimentos sobre a salude abrangendo agentes
etiolégicos das doencas, encefalopatias devido a traumas fisicos cronicos, aspectos
imunolégicos desenvolvidos devido ao uso de vacinas, uso de substéncias para
higienizagdo contra bactérias, além de poderem conhecer algumas bacias
hidrograficas e os macroinvertebrados que vivem nelas, bem como saberem
que existem metodologias que podem ser usadas nas escolas para favorecer a
aprendizagem dos estudantes.

Assim, essa obra “As Ciéncias Biologicas nas Dimensdes Humanista, Critica
e Reflexiva 2” apresenta teorias fundamentadas em dados obtidas de pesquisas e
praticas realizados por professores e académicos de diversas areas do conhecimento
biol6gico em saude e meio ambiente, e que realizaram seus trabalhos com muito
empenho, as vezes, com muitos poucos recursos financeiros, e organizaram o0s
resultados obtidos nas pesquisas e apresentaram de maneira objetiva e didatica nos

artigos. Atualmente, todos nés sabemos o quanto é importante realizar pesquisas



em um pais e a divulgacéo cientifica dos dados alcangados nelas para a sociedade.
Dessa forma, a Atena Editora oferece uma plataforma consolidada e confidvel para
0s pesquisadores divulgarem os resultados obtidos em suas pesquisas.

Eleuza Rodrigues Machado
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RESUMO: Atualmente o Brasil se encontra em
posicdo de destaque em relacdo a producao
Sendo
assim, a preocupagcdo quanto a qualidade e

e exportacdo de proteina animal.

biosseguridade sdo de extrema importancia,
tanto para o produto em si, quanto para
0s consumidores; uma vez que algumas
enfermidades que atingem os animais também
Este

trabalho teve como foco avaliar a eficiéncia

podem acometer 0s consumidores.
do quaternario de amdnio contra cepas de
Escherichia coli derivadas de animais como
aves, suinos, e isolados humanos, por serem
causadores de doencgas e por haver registros
da emergéncia de cepas multirresistentes aos
antimicrobianos. O quaternario de amoénio
(QAC) é um sanitizante amplamente utilizado
para sanificar ambientes e utensilios usados
em toda a cadeia produtiva em questdo. Foram
analisadas 113 amostras de E. coli, sendo 80%
produtoras de beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL), estas foram submetidas a
determinacédo da concentracéo inibitoéria minima
(CIM) do QAC, que apresentou CIM médio
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de 0,00304 mg/ml. Algumas cepas produtoras de biofilme foram selecionadas para
deteccédo do CIM do QAC em células sésseis de biofilme formado, apresentando CIM
médio de 0,00355 mg/ml. Nestes ensaios 0 QAC se mostrou bastante eficiente, pois
apresentou CIM 1000 vezes abaixo da concentracdo de uso sugerida pelo fabricante.
Para verificar a toxicidade do composto, foi realizado o ensaio hemolitico que avaliou o
indice de hemodlise frente ao QAC, o qual apresentou indices citotoxicos para hemacias
na concentragdo de uso recomendada pelo fabricante.

PALAVRAS-CHAVE: Escherichia coli, quaternario de aménio, desinfetante, biofilme,
citotoxicidade.

EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF QUATERNARY AMMONIUM BASED
DISINFECTANT AGAINST ESCHERICHIA COLI STRAINS

ABSTRACT: Currently Brazil is in a prominent position in relation to the production
and export of animal protein. Therefore, the concern about quality and biosafety are
of extreme importance, both for the product itself and for consumers; since some
diseases that affect animals can also affect consumers. The objective of this work was
to evaluate the efficiency of the ammonium quaternary against strains of Escherichia
coli derived from animals such as poultry, swine, and human isolates, as they cause
disease and the emergence of multiresistant antimicrobial strains. The Quaternary
Ammonium compound (QAC) is a widely used disinfectant to sanitize environments
and utensils used throughout the production chain in question. One hundred thirteen
E. coli strains were analyzed, 80% of them being extended-spectrum beta-lactamase
(ESBL) producing, which were subjected to the determination of the minimum inhibitory
concentration (MIC) of the QAC, which had an average MIC of 0.00304 mg/ml. Some
biofilm-producing strains were selected for detection of the QAC MIC in sessile cells of
formed biofilm, presenting mean MIC of 0.00355 mg/ml. In these tests the QAC showed
to be quite efficient, since they presented MIC 1000 times below the concentration of
use suggested by the manufacturer. To verify the toxicity of the compound, the hemolytic
assay was performed, which evaluated the hemolysis index against the QAC, which
presented cytotoxic indices for erythrocytes at the concentration recommended by the
manufacturer.

KEYWORDS: Escherichia coli, quaternary ammonium compound, disinfectant, biofilm,
cytotoxicity.

11 INTRODUCAO

A resisténcia microbiana € uma adaptacao de sobrevivéncia natural da célula,
frente a compostos antimicrobianos (SANTOS DE QUEIROZ, 2004) e se constitui
em um dos maiores problemas de saude enfrentados atualmente (PRESTINACI;
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PEZZOTTI; PANTOSTI, 2015; O’'NEILL, 2014). O uso de produtos para o controle
microbiano auxiliam para que patégenos néo se propaguem no ambiente (GERBA,
2014).

Os compostos de quaternario de aménio (quaternary ammonium compounds —
QACs) tiveram sua atividade antimicrobiana reconhecida a quase 100 anos (GERBA,
2014). Sao detergentes cationicos, solluveis em agua, com toxicidade relativamente
baixa e boa estabilidade (PELCZAR, 1980). Atualmente estdo presentes em produtos
utilizados em superficies para desinfeccéo e limpeza de ambientes hospitalares,
industrias de alimentos e na producao animal (GERBA, 2014; COLLA et al., 2012).

A preocupacdo com aspectos sanitarios, tanto em ambientes hospitalares, pois
a cada ano aproximadamente, dois milhées de hospitalizacdes resultam em infeccéo
hospitalar; quanto na industria de alimentos, em que a higiene tem como finalidade
garantir a qualidade sanitaria final do produto e preservar a saude do consumidor
(ROSSI, 2008). O Brasil tem se destacado na producéo e exportacéo de proteina
animal (ABPA, 2018). A preocupacgao quanto a qualidade e biosseguridade sao de
extrema importéncia, tanto para o produto em si, quanto para os consumidores;
uma vez que algumas enfermidades que atingem os animais também podem
acometer os consumidores (AMARAL et al., 2014; MAZZUCO et al., 2013). Este
trabalho teve como foco avaliar a eficiéncia do quaternario de amdnio contra cepas
de Escherichia coli derivadas de animais como aves, suinos, e isolados humanos,
por serem causadores de doencas e por haver registros da emergéncia de cepas

multirresistentes aos antimicrobianos.

2| MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cepas de Escherichia coli isoladas de diferentes animais,
entre eles, 18 de suinos, 45 de aves (frangos e perus) e 50 isolados de infeccao
do trato urinario (ITU) de humanos. As cepas de aves e ITU sao produtores de
B-lactamases de espectro estendido (ESBL). Estes isolados pertencem a cole¢ao
do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada da Universidade Estadual de
Londrina (UEL).

O saneante contendo o quaternario de aménio (QAC) foi obtido de origem
comercial e esterilizado pelo processo de filtragcdo, com filtro de 0,22 ym.

2.1 Determinacao de resisténcia em células planctonicas

As cepas foram cultivadas em meio BHI (Brain Heart Infusion Broth), a 37°C
por 24 horas. Apds isso, essa cultura foi diluida para a concentragédo de 1,5 — 2 x
10°UFC/ml (unidades formadoras de col6nia por mililitro), em caldo BHI. Apés isso,
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uma mistura contendo 25 pl de cinco diferentes bactérias foram preparados em um
tubo.

O saneante com quaternario de aménio foi diluido em meio BHI, nas seguintes
concentragdes: 0.05 mg/ml e 0.1 mg/ml. Estes valores estdo de acordo com a
Concentracédo Inibitoria Minima (CIM) para bactérias Gram-negativas descrito por
Farah (2004).

Este ensaio foi realizado em triplicata, para ambas as concentragcées. Foram
utilizadas placas com 96 pocos, a qual foram adicionados 100 yl do composto QAC e
100 pl da mistura de bactérias. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica
a 37°C por 24 horas e, ap0s esse periodo, foi realizada a avaliacdo do crescimento

bacteriano, com base na turbidez.

2.2 Determinacao de resisténcia em biofilme formado

O ensaio com biofilme formado foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Cady et al. (2012), com modificacdes. As cepas foram cultivadas em
caldo Luria Bertani (LB) e incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, foram diluidas em caldo LB para a concentragéo de 1,5 —-2,0 x 10°
UFC/ml.

O QAC foi diluido, na concentragcdo de 0.05 mg/ml, no meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com glicose (0.45%).

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, e cada tratamento realizado
em quintuplicata. Nas placas, foi adicionado 20 ul de bactéria e 180 yul de DMEM
suplementado. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 042 foi utilizado como
controle positivo, além de dois controles negativos: um com apenas o0 meio DMEM
suplementado e outro com este meio junto com o QAC diluido (0.05 mg/ml). As
placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 37°C, para a formacao de biofilme.

Apds esse periodo, o meio foi retirado com cautela, e adicionado as
concentragées de QAC diluidas em DMEM suplementado. As concentracdes
testadas foram: 0.05 mg/ml — 0.025 — 0.0125 — 0.00625 — 0.003125 — 0.0015625 —
0.00078125 e 0.000390625 mg/ml. As placas foram novamente incubadas.

Apobs 24 horas, foi realizado a leitura em aparelho de espectrofotémetro em
dois comprimentos de onda: 570 nm e 630 nm. As porcentagens de células viaveis
foram calculadas com base nos controles positivos nao tratados, que correspondem
a 100% da absorbéancia.

2.3 Ensaio de toxicidade em eritrocitos humanos

A atividade hemolitica do QAC foi determinada de acordo com Izumi et al.
(2012), com modificagcdes. Para este ensaio, foi coletado de doador voluntario
saudavel, sangue humano em tubos heparinizados, com a aprovacao do Comité
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de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CAAE 47661115.0.0000.5231,
N°. 1.268.019 — UEL). Os eritrécitos foram separados por centrifugacao (5000 rpm,
4°C, 5 min) e uma suspenséao dessas células a 6% (v/v) foi preparada em tampéo
fosfato-salino (PBS, phosphate buffered saline) a 0.1 M (pH 7.2).

O QAC foi testado em dezesseis concentragdes, baseando-se no valor da
CIM. Foram utilizadas duas placas de 96 pocos, sendo uma com valores acima da
CIM e em outra com valores abaixo. Na primeira placa, o ensaio foi realizado a partir
de 0.1 mg/ml até 0.00039 mg/ml. Enquanto que na segunda placa, foram testadas
concentracdes de 6.4 mg/ml até 0.05 mg/ml. Nas placas, foram adicionados 100
ul de hemacia e 100 pl do QAC diluido em PBS, nas concentracées determinadas
anteriormente. Triton X-100 a 1% foi utilizado como controle positivo, para 100% da
atividade hemolitica. As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C
por 3 horas. Apdés esse periodo, foi realizada a leitura em espectrofotémetro, no
comprimento de onda 550 nm.

3| RESULTADOS

Segundo Farah (2004), o CIM para bactérias Gram-negativas encontra-se na
faixa de 0,05 mg/ml a 0,1 mg/ml. Na CIM de células planctdnicas, nenhum isolado
cresceu apods as 24 horas em contato com o composto de quaternario de aménio,
exceto os controles positivos. Isso demonstra que as cepas foram sensiveis a acéao
do sanificante.

No ensaio de formacao de biofilme, apenas em 20 amostras isso ocorreu.
Destas, foram selecionadas as de maior absorbéncia e seu biofilme foi testado
contra 0 QAC. Apés a analise dos dados, foi verificado que, apesar da concentracao
inibitéria minima encontrada ter sido maior (0,003125 mg/ml) em biofilme formado,
quando comparada as células planctbénicas (0,001562 mg/ml), as cepas foram
sensiveis a agao do QAC.

Quanto ao teste hemolitico, os resultados evidenciaram a ocorréncia
de hemdélise em células humanas a partir da concentracdo de 0,05 mg/ml, que
corresponde ao valor de 0,005%. A concentracdo de uso recomendada pelo
fabricante é de 2%. Sendo assim, o indice hemolitico encontrado foi muito superior
ao esperado.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Como nao houve nenhum crescimento dos isolados testados, acima da menor
concentracao (0,05 mg/ml), pode-se dizer que o sanificante a base de quaternario

As Ciéncias Biologicas nas Dimensdes Humanista, Critica e Reflexiva 2 Capitulo 2




de amoénio é eficaz no controle de Escherichia coli, tanto na forma planctdnica
quanto na forma de biofilme formado.

No entanto, apesar de sua eficacia bactericida, verificou-se que ha a
necessidade de maiores estudos em relacéo a toxicidade hemolitica. Pois os testes
realizados demonstraram que o composto € capaz de realizar hemdélise a partir da
concentracao de 0,005%, enquanto que na pratica, este é utilizado a 2%.
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