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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas integram diversas areas do conhecimento que estudam os
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que acondicionam a vida. Sua integracao envolve ciéncias da saude, biotecnologia, meio
ambiente, biodiversidade entre outros fatores.
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de que a vida se organiza no decorrer do tempo, com a acdo de processos evolutivos,
resultando na diversidade de formas sobre as quais atuam as condi¢des ambientais e o
desenvolvimento dos seres vivos. Diante disso, 0s seres humanos ndo estdo isolados. Eles
estabelecem sistemas que constituem complexas relagdes de interdependéncia.

Neste contexto a obra “Ciéncias Biologicas: realidades e virtualidades” foi
contemplada com dois novos volumes. O volume 2 esta organizado com 17 capitulos
e o volume 3 com 15. Os capitulos contaram com a autoria de diversos profissionais,
universitarios e/ou pesquisadores de diferentes regides do Brasil, que compartiiham seus
dados resultantes de pesquisas de natureza basicas e aplicadas, revisdes de literatura,
ensaios teoricos e vivéncias no contexto educacional relacionado as Ciéncias da Vida.
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universitaria e da atuacgéo profissional no &mbito das Ciéncias da Vida. Agradeco os autores
pelas contribuicdes que tornaram essa edigdo possivel, e juntos, convidamos os leitores
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RESUMO: A frequéncia de infeccbes causadas
por bactérias multirresistentes é cada vez mais
preocupante trazendo problemas para a&rea
da Saude e economia. Além da resisténcia ao
antimicrobiano, as bactérias também possuem
outros mecanismos de defesa como, por exemplo,
o biofilme que aumenta a permanéncia da bactéria
em um ambiente, e impede a agcdo de alguns
antibacterianos. Nesse contexto, a busca por
novos antimicrobianos tornou-se extremamente
importante para solucionar esse problema, e
alguns compostos como nanoparticulas e 6leos
essenciais se mostram efetivos para esse fim.
Portanto, o objetivo do trabalho foi desenvolver
desinfetantes contendo 6leo essencial de
orégano e nanoparticulas de prata (AgNP) para
atuarem contra bactérias em biofilmes maduros.
No estudo foram utilizadas cepas bacterianas de
Escherichia colie Staphylococcus aureus. Foram
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realizados ensaios de curva de tempo-morte e viabilidade bacteriana em biofilme maduro,
ambos para avaliar a atividade antibacteriana dos desinfetantes produzidos. A curva de
sobrevivéncia mostrou que ambos os desinfetantes tiveram acéo bactericida, sendo que o
6leo essencial de orégano precisou de poucos segundos, e as AgNPs apenas minutos para
eliminar as bactérias testadas. O ensaio de viabilidade celular em biofilme formado mostrou
uma grande eficiéncia contra E. coli, com 97 a 99% de eficacia em inviabilizar as células
bacterianas nos tempos de 15 e 30 minutos, e para S. aureus a eficacia variou de 85 a 92%,
sendo menor em comparagao com E. coli. Esses resultados mostram que os desinfetantes
testados possuem potencial para eliminagéo de bactérias em biofilme maduro.

PALAVRAS - CHAVE: Desinfecgao, bactérias, resisténcia, nanoprata, orégano.

BACTERIAL ANTIBIOFILM ACTIVITY DISINFECTANTS

ABSTRACT: The frequency of infections caused by multidrug-resistant bacteria is of
increasing concern, causing problems for many areas. In addition to antimicrobial resistance,
bacteria also have other defense mechanisms, such as biofilm, which increases the bacteria
stay at a environment and prevents the action of some antibacterial. In this context, the search
for new antimicrobials has become extremely important to solve this problem, and some
compounds such as nanoparticles and essential oils are effective for this purpose. Therefore,
the objective of the this work was to develop disinfectants containing oregano essential oil and
silver nanoparticles (AgNP) to act against bacteria in mature biofilms. In the study, Escherichia
coliand Staphylococcus aureus strains were used. Time-kill curve assay and bacterial viability
assays were performed on mature biofilm, both to evaluate the antibacterial activity of the
disinfectants. The results of the time-kill assay showed that both disinfectants had bactericidal
action, being that the oregano essential oil needed few seconds, and the AgNP just minutes to
eliminate the tested bacteria. The cell viability assay in formed biofilm showed great efficiency
against E. coli, with 97 to 99% of effectiveness in making bacterial cells unfeasible between
15 and 30 minutes, and for S. aureus the efficacy varied from 85 to 92%, being lower in
comparison to E. coli. These results show that the tested disinfectants have the potential to
eliminate bacteria in the mature biofilm.

KEYWORDS: Disinfection, bacteria, resistance, nanosilver, oreganum.

11 INTRODUGAO

O ambiente hospitalar estéa relacionado diretamente com as infec¢bes hospitalares,
0 ar e as superficies estdo suscetiveis a microrganismos potencialmente infecciosos,
principalmente nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), que podem se tornar reservatoérios
desses microrganismos (ANDRADE et al., 2000). Também, h& bactérias formadoras de
biofilme que aumentam a preocupacéao de infeccdes no ambiente hospitalar, principalmente
em pacientes com proteses e cateteres. Ja que o biofilme & um fator de viruléncia que
confere ao microrganismo protecéo contra agente nocivos para ele, e pode se formar em
superficies abibticas como as ja descritas (DEL POZO, 2018).

Relacionando isso a utilizagdo aumentada de antimicrobianos, e a nédo pratica de
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higienizagdo correta do local ou dos profissionais de salde, ha uma emergéncia de cepas
multirresistentes no ambiente hospitalar (ANVISA, 2007).

A resisténcia aos antimicrobianos (AMR) é a habilidade de um microrganismo em
resistir a acdo de um ou mais agentes antimicrobianos. Os niveis crescentes de resisténcia
a grupos de antimicrobianos séo relatadas em muitas partes do mundo, isso € uma séria
ameaca para pacientes e para o publico como um todo. (ECDC, 2017).

Segundo Cassini et al (2019), estima-se que infecgbes causadas por bactérias
resistentes aos antibidticos sdo responsaveis por aproximadamente 33.000 mortes anuais.

Dentre essas bactérias multirresistentes se destacam entre as Gram-positivas:
Staphylococcus aureus e Enterococcus spp; e entre as Gram-negativas: Enterobactérias
(exceto Salmonella e Shigella), Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (CASSINI
et al.,, 2019).

Como grande destaque temos Escherichia coli, bactéria Gram-negativa encontrada
normalmente na microbiota intestinal de animais de sangue quente, no entanto, algumas
cepas podem ser patdgenas, sendo a maior causa de doencas infecciosas em humanos,
além de ser a maior responsavel por infec¢des no trato urinario.

Outra espécie importante é S. aureus, bactéria Gram-positiva pode ser encontrada
como microbiota residente na pele e fossas nasais, no entanto, também existem cepas
patogénicas que podem causar diversos tipos de infecgbes, sendo um patdgeno
frequentemente hospitalar causando infeccbes na pele, pneumonia, osteomielite,
endocardite e meningite (CASTRO et al., 2016).

Além dos microrganismos citados ha uma variedade de outros que possuem
resisténcia e/ou estdo adquirindo resisténcias devido ao uso acentuado de antimicrobianos.

Devido a esses fatores medidas para controlar a disseminagéo dessas bactérias sao
de grande relevancia. Uma importante agéo para reduzir essa disseminagao é por meio
de uma desinfecgéo efetiva do ambiente, superficies e materiais utilizados nos hospitais.
O desinfetante é bastante utilizado nas areas alimenticia e médica, devido a seu grande
efeito antimicrobiano contra bactérias, fungos e virus em suas formas vegetativas, sendo
Util na eliminacdo de microrganismos que sintetizam biofilme como forma de resisténcia
(DOS REIS et al., 2011).

Os principais agentes desinfetantes sdo: alcool, cloro e quaternario de aménia. O
alcool é um reagente acessivel e barato, no entanto possui alta volatilidade e ndo protege
as superficies em que é aplicado além de ser extremamente inflamavel e, portanto, perigoso
(BOYCE, 2018).

Os desinfetantes com cloro sdo muito utilizados, principalmente o hipoclorito por
ser barato e ter um espectro de acao grande, porém requer cuidados em sua manipulagéo
podendo causar irritagdes na pele e mucosas (SONG; VOSSEBEIN; ZILLE, 2019).

Compostos de quaternario de aménia sdo comumente utilizados como desinfetantes
por possuirem boa ac¢éo biocida e desodorizante, além de possuir acdo contra biofilmes.
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Assim como os compostos de cloro, o quaternario de aménia pode ser toxico para quem
0 manipula causando irritacoes e até queimaduras (SONG; VOSSEBEIN; ZILLE, 2019).

Alguns compostos de origem natural possuem potencial desinfetante, entre as
alternativas se destacam o 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L) e nanoparticulas
de prata (AgNP). O dleo essencial de orégano apresenta uma grande acao antimicrobiana
devido ao seu alto teor de compostos fenélicos (VASCONCELOS et al., 2019). Apesar de
sua acdo antimicrobiana ser muito reportada ainda néo se sabe o real mecanismo de acéo
contra os microrganismos (BOTRE et al., 2010).

Ja as AgNPs mostram CIM (concentracéo inibitéria minima) menor e atividade
antimicrobiana mais duradoura quando comparada a desinfetantes comuns como hipoclorito
de sédio e fenol (CHAMAKURA, 2011).

Alimpeza e a desinfec¢@o sao consideradas como principais métodos de prevencéo
de doengas e infecgbes, e como muitos microrganismos ja apresentam resisténcia contra
desinfetantes e antissépticos utilizados atualmente, é necessario a produgdo de novos
produtos com novos agentes antimicrobianos. Isso faz com que a pesquisa com 6leo de
orégano juntamente com nanoparticulas para criagdo de desinfetantes seja uma alternativa
para tal problema, portanto o objetivo do trabalho foi verificar a acdo de desinfetantes com
tais compostos contra biofilmes formados.

21 MATERIAL E METODOS

Desinfetante

Os desinfetantes foram formulados no departamento de ciéncias Farmacéuticas do
Centro de Ciéncias da Saude na UEL.

Foram produzidos desinfetantes liquidos com as seguintes composicdes: 6leo de
orégano a 1% com a base do desinfetante, nanoparticulas de prata a 1mM com a base do
desinfetante e associacéo do éleo de orégano com nanoparticulas de prata e a base. Todos
com concentragdes fixas.

Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli
ATCC 25922, cedidas pelo Laboratorio de Bacteriologia Basica e Aplicada do Departamento
de Microbiologia da UEL. As amostras foram estocadas em Brain Heart Infusion (BHI -
Difco®) contendo 20% de glicerol, a — 80°C.

Avaliacao da atividade antibacteriana dos desinfetantes

Curva de sobrevivéncia

Foirealizada a constru¢éo de uma curva de acordo com a taxa de morte de Escherichia
coli em funcdo do tempo de cultivo, através da contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC), na presenca e auséncia dos compostos. A cultura bacteriana foi crescida
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em meio Muller-Hinton (MH) agar (Difco®) a 37°C, durante 18-24 horas. A cultura foi diluida
em salina esterilizada (NaCl a 0,85%) até atingir a escala 0,5 de McFarland, o que equivale
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml. Em seguida, as culturas foram diluidas em salina para
se obter 5 x10% UFC/ml. Apos este procedimento, os compostos foram adicionados a cultura
bacteriana. A nova cultura foi entdo cultivada a 37°C na presencga dos compostos. Aliquotas
foram retiradas em diferentes tempos de cultivo (0, 10, 30 e 120 minutos), plagueadas em
agar MH, para a determinacdo da UFC. Uma curva de sobrevivéncia foi construida com
numero de UFC em funcéo do tempo de incubagéo.

Avaliacao da atividade antibiofilme

Para a formagéo do biofilme de E. coli foi feito o cultivo da bactéria em meio Luria-
Bertani (LB - Difco®) e incubado a 37°C. No dia seguinte foram utilizadas microplacas de
poliestireno de 96 pogos (Kasvi). Nos pocos foram adicionados 200 ul de meio DMEM com
0,46% de glicose, apos isso foram adicionados aos pogos 5 pl do meio LB cultivado. A
microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas em estufa bacteriologica. Apds a incubacéo,
todos os pogos foram lavados 3 vezes com tampéo fosfato salino (PBS) 0,1M pH 7,4 e
foram adicionados os desinfetantes (WAKIMOTO et al., 2004). A microplaca foi incubada
novamente a 37°C por 15 e 30 minutos. Ap6s a incubagdo, a microplaca foi lavada
novamente com PBS (3 vezes).

Para a formacgéo de biofilme de S. aureus foi utilizada o protocolo Stepanovic et al.
(2007).

A quantificagé@o da viabilidade bacteriana foi realizada pelo método de MTT {brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, no qual foram adicionados nos pocos
200 ul de MTT a 0,5 mg/ml (FREIMOSER et al., 1999), a placa foi incubada por 2 horas,
apos esse periodo o MTT foi descartado e entdo foi adicionado solvente deixado por 15

minutos e realizado a leitura em espectrofotémetro a 570 nm.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de sobrevivéncia podem ser vistas nas figuras 1 e 2 para E. colie S.
aureus, respectivamente. No grafico da figura 1, é possivel observar que o desinfetante com
6leo de orégano e com AgNP apresentaram acdo contra E. colilevando a concentragéo de
UFC/ml a 0 nos tempos de 30 segundos e 10 minutos respectivamente, evidenciando acao
bactericida em ambos desinfetantes.

No grafico da figura 2, o desinfetante com 6leo de orégano teve seu efeito
instantaneamente, enquanto o desinfetante com AgNP teve ac&o no tempo de 30 minutos,
ambos contra S. aureus. Esses dados sugerem que o desinfetante com 6leo essencial
de orégano elimina ambas as bactérias testadas em questdo de segundos. Em relacéo
ao desinfetante com AgNP, ele possui agcdo mais tardia precisando de cerca de 10 a 30
minutos para exercer seu efeito bactericida. As curvas de sobrevivéncia de ambas as
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bactérias mostram que os desinfetantes exerceram atividade antibacteriana em questéo
de segundos a minutos, o que € preferivel, ja que o papel do desinfetante & promover a

desinfec¢@o do ambiente em menor tempo possivel.
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Figura 1: Curva de sobrevivéncia de E. coli.

Fonte: Proprio autor
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia S. aureus.

Fonte: Proprio autor

Os resultados obtidos no teste do biofilme para viabilidade celular estao nas figuras
3 e 4, a eficiéncia dos desinfetantes estdo nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Biofilmes podem ser definidos como formas organizadas e complexas de comunidade
microbiana embebidas em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares e séo
aderidas a superficies bidticas ou abioticas (FLEMMING et al., 2016).

No gréfico da figura 5 pode-se analisar que a viabilidade celular de E. coliem biofilme
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maduro contra os compostos nos tempos de 15 e 60 minutos variaram de 97 a 99 % de
eficacia, sendo que a melhor agéo foi do desinfetante com AgNp no tempo de 15 minutos
com eficacia de 99,3 %. Eficacia é a porcentagem de células bacterianas eliminadas pelo

desinfetante em relacdo as bactérias nao tratadas.

Em relacéo a viabilidade de S. aureus, ela foi maior do que a de E. coli, ou seja, as

eficacias dos compostos foram menores para S. aureus sendo que a maior eficiéncia para

essa bactéria foi a do composto com 6leo de orégano tendo 92% de eficacia.
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Figura 3: Viabilidade celular de E. coli em biofilme para os compostos testados.

Fonte: Proprio autor
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Figura 4: Viabilidade celular de S. aureus em biofilme para os compostos testados.

Fonte: Proprio autor
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COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)

Controle (sem antimicrobiano) 3,045 0
Desinfetante base 1,981 34,93488016
Desinfetante quaternario de aménia 0,0853 97,1982051
Desinfetante ¢/ AgNP 0,0356 98,82893729
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,0546 98,20510014

Tabela 1: Teste de viabilidade celular para E. coli durante 60 minutos de exposi¢ao.

Fonte: Proprio autor

COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)
Controle (sem antimicrobiano) 3,281 0
Desinfetante base 1,882 4262494921
Desinfetante quaternario de aménia 0,151 95,39821211
Desinfetante c/ AgNP 0,021 99,36001625
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,085 97,38927265

Tabela 2: Teste de viabilidade celular para E. coli durante 15 minutos de exposic¢ao.

Fonte: Proprio autor

COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)
Positivo 1,506 0
Desinfetante base 0,944 37,275
Desinfetante quaternario de amoénia 0,007 99,534
Desinfetante c/ AgNp 0,224 85,116
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,332 77,940

Tabela 3: Teste de viabilidade celular para S. aureus durante 15 minutos de exposi¢ao.

Fonte: Proprio autor

COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)
Controle (sem antimicrobiano) 2,029 0
Desinfetante base 1,453 28,388
Desinfetante quaternario de aménia 0,009 99,556
Desinfetante c/ AgNp 0,194 90,438
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,161 92,065

Tabela 4: Teste de viabilidade celular S. aureus durante 60 minutos de exposi¢éo

Fonte: Proprio autor

41 CONCLUSAO

Os desinfetantes produzidos mostraram potencial para promover a inviabilidade
celular em biofilmes maduros, no entanto ainda € necesséario que se testem diferentes
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concentragdes dos produtos para melhor custo beneficio.
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