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RESUMO

Devido ao numero crescente de surtos de infecgao hospitalar, torna-se proeminente
o estabelecimento de um programa de sanitizagdo que liste os agentes quimicos a
serem empregados e o modo de aplicagao mais efetivo. Processos de desinfecgéao
também sao relevantes em sistemas de tratamento de agua (em industrias
farmacéuticas e centros de saude) para que a qualidade da agua seja assegurada e
atenda os parametros estabelecidos, evitando proliferagdo microbiana. Validagao da
eficacia de descontaminacdo é uma tarefa ao mesmo tempo importante e
desafiadora. Indicadores biolégicos sao sistemas ou moléculas que detectam
atividade biolégica, permitindo a validagao de processos de descontaminagao ou
desinfeccdo. O indicador biolégico pode ser uma suspensdo de microrganismos
especificos (sistema bioldgico) com resisténcia definida a um determinado processo
de descontaminagdo. Enzimas e proteinas também tém sido empregadas como
indicadores biolégicos para avaliar a eficacia de processos industriais. A proteina
verde fluorescente (GFP) tem sido sugerida como potencial indicador biologico para
tratamentos de desinfecgdo, devido facilidade de sua detecgdo por
espectrofluorimetria ou por inspegdo visual. Para estudar e comparar o
comportamento dos microrganismos selecionados e da GFP foram realizados
ensaios de concentragao inibitéria minima (CIM) e tempo de redugéo decimal (valor
D). A CIM capaz de reduzir o bioburden inicial (>8log) foi: 59 — 156 mg/L de
quartenarios de amoénia; 63 — 10000 mg/L de clorexidina, 1375 — 3250 mg/mL de
glutaraldeido, 39 — 246 mg/L de formaldeido, 43750 — 87500 mg/L de alcool etilico
1250 — 6250 mg/L de polivinilpirrolidona iodo, 150 — 4491 mg/L de compostos
liberadores de cloro, 469 -2500 mg/L de peréxido de hidrogénio e 2310 — 18500
mg/L de acido peracético. A. calcoaceticus apresentou resisténcia a maioria dos
agentes quimicos testados, seguido de E. cloacae e S. marcescens. No sistema de
purificacdo de agua os resultados para Pseudomonas aeruginosa foram: (i) 0,5% de
acido citrico, D = 3,8 min; (ii) 0,5% de acido cloridrico, D = 6,9 min; (iii) 70% alcool
etilico, D = 9,7 min; (iv) 0,5% bissulfito de sédio, D = 5,3 min; (v) 0,4% de hidroxido
de sodio, D = 14,2 min; (vi) 0,5% de hipoclorito de sédio, D = 7,9 min; (vii) mistura de
peroxido de hidrogénio (2,2%) e acido peracético (0,45%), D = 5,5 min. GFP testada
frente a solugbes cloradas (com diferentes valores de pH e concentragéo) resultou
em diminuigdo da fluorescéncia, sendo mais evidente em concentragées de cloro
maiores que 150 ppm, com valores D entre 1,3 - 1,7 min. Em solugées de cloro em
tampéo fosfato (pH=7,15+0,08), a proteina manteve sua estrutura em contato com
solugdes 52-94 ppm de cloro. Frente a 110 ppm de cloro a estabilidade da proteina
foi reduzida 10 vezes. A proteina GFP se mostrou um marcador fluorescente
apropriado para monitorar eficacia de desinfeccdo. Para ser empregada como
indicador biolégico a proteina deve ser purificada através de um método de facil
ampliagéo de escala e com boa relagdo custo beneficio, com este intuito o sistema
micelar de duas fases aquosas foi estudado, e a proteina GFP foi parcialmente
recuperada do homogeneizado celular de E. coli, outros contaminantes presentes no
meio foram removidos na mesma etapa. A demonstragdo de que é possivel se
extrair uma biomolécula alvo utilizando ligantes de afinidade representa um passo
importante no desenvolvimento de um método eficaz de separagdo que podera ser
utilizado na purificagéo de outras biomoléculas.
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ABSTRACT

Due to the growing number of outbreaks of infection in hospital and nurseries, it
becomes essential to set up a sanitation program that indicates that the appropriate
chemical agent was chosen for application in the most effective way. Disinfection
processes are also relevant in water purification systems (in pharmaceutical
industries and in health environments) to assure water quality, meeting ionic and
organic chemical standards, and avoiding microbial proliferation. Validating the |
effectiveness of decontamination and disinfection is an important and often |
challenging task. A biological indicator is a system or a molecule that enables the
detection of biological activity, and as such, permits the validation of decontamination |
or disinfection treatments. The biological indicator can be a specific microorganism |
suspension (microbiological test system) with a defined resistance to a particular |
decontamination treatment. Enzymes and proteins have also been used as biological
indicators to evaluate the immediate efficacy of industrial procedures, such as
blanching, pasteurization, and disinfection treatments, as well as to monitor the
satisfactory preservation of a product subjected to disinfection or sterilization. Green
fluorescent protein (GFP) has been proposed as an ideal choice for a protein-based
biological indicator for use in the validation of decontamination or disinfection
treatments. In order to study and compare microorganism (in hospital infections
outbreaks and isolated from the water purification system) and protein behavior,
microorganisms were submitted to minimal inhibitory concentration (CIM) and
decimal reduction time determination (D value). The CIM intervals, which reduced |
bacteria populations over 8logso, were: 59 to 156 mg/L of quaternarium ammonium |
compounds (QACs); 63 to 10000 mg/L of chlorhexidine; 1375 to 3250 mg/L of |
glutaraldehyde; 39 to 246 mg/L of formaldehyde; 43750 to 87500 mg/L of ethanol;
1250 to 6250 mg/L of iodine in polyvinyl-pyrolidone complexes, 150 to 4491 mg/L of
chlorine-releasing-agents (CRAs); 469 to 2500 mg/L of hydrogen peroxide; and,
2310 to 18500 mg/L of peracetic acid. Chlorhexidine showed non inhibitory activity
over germinating spores. A. calcoaceticus showed resistance to the majority of the
agents tested, followed by E. cloacae and S. marcescens. In the water purification
system the results were for P. aeruginosa into: (i) 0.5% citric acid, D = 3.8 min; (ii)
0.5% hydrochloric acid, D = 6.9 min; (iii) 70% ethanol, D = 9.7 min; (iv) 0.5% sodium
bisulfite, D = 5.3 min; (v) 0.4% sodium hydroxide, D = 14.2 min; (vi) 0.5% sodium
hypochlorite, D = 7.9 min; (vii) mixture of hydrogen peroxide (2.2%) plus peracetic
acid (0.45%), D = 5.5 min. GFP was challenged with chlorine solutions (different pH
and chlorine concentrations) and its fluorescence decreased abruptly on contact with
chlorine in concentrations greater than 150 ppm, with D-values between 1.3 min (147
ppm chlorine) and 1.7 min (183 ppm chlorine). In phosphate buffered chlorine
solutions (pH=7.15+0.08), GFP maintained its structure between 52-94 ppm of
chlorine, but protein stability decreased 10-fold when exposed to 110 ppm chlorine.
GFP performed as a suitable fluorescent marker for monitoring disinfection
effectiveness. To be used as a biological indicator GFP has to be purified through a
potentially scalable and cost-effective way to purify the recombinant protein,
produced by E. coli. The method studied was two-phase aqueous micellar system,
and GFP was partially recovered from a clarified E. coli cell lysate. Other
contaminating proteins were simultaneously removed. The demonstration of proof-of-
principle of the direct affinity-enhanced extraction of CBM9-GFP from the cell lysate
represents an important first step towards developing a cost-effective separation
method for GFP, and more generally, for other proteins of interest.




INTRODUGAO

O indicador bioldgico (IB) € uma ferramenta de facil manipulagao que
permite a monitoracdo e validagdo dos processos de esterilizacdo e
desinfeccao. A otimizacao destes processos depende da correta e criteriosa
escolha, aplicagcdao e observacao das caracteristicas peculiares de cada
agente quimico e dos fatores interferentes (ISO 14937, ISO 11134, GRAHAM
E BORIS, 1993).

Esporos de Bacillus stearothermophilius séo considerados convenientes
indicadores biolégicos na esterilizagdo por calor umido, a temperatura de
referéncia de 121°C. Esporos de Bacillus subtilis sao empregados nos
processos de esterilizagdo por calor seco e 6xido de etileno.

O numero final de microrganismos sobreviventes ao processo de
esterilizacao, representa o efeito do processo. A destruicdo térmica de uma
populagcdo homogénea pode ser representada por um modelo de curva semi-
logaritmica de sobreviventes em relacdo ao tempo de exposi¢cdo ao agente
esterilizante.

A resisténcia especifica a certo agente esterilizante é dada pelo tempo
de redugao decimal (Valor D), a uma temperatura constante de referéncia. O
Valor D é definido como o intervalo de tempo necessario para redugao de
90% da populagdao microbiana, inicialmente presente no produto a

temperatura constante.

Na escolha do indicador biolégico deve-se conhecer a populagao inicial
de esporos e, também, o Valor D requerido. No método overkill, o efeito do

tempo de aquecimento é avaliado em termos do numero de ciclos reduzidos



em uma populagao inicial de esporos. O nivel de esterilidade (SAL — Sterility
Assurance Level) depende das caracteristicas do Indicador Bioldgico (numero
inicial de esporos e Valor D), temperatura e tempo total de exposi¢cao

(PENNA et al., 1998).

O indicador biologico € uma suspensdo de microrganismos
especificos, ndo patogénicos, resistentes a um determinado processo de
desinfecgcado ou esterilizagdo. Devem multiplicar-se rapidamente facilitando
sua contagem por semeadura de profundidade e permitindo reprodutibilidade
e precisdo do ensaio. Além disso, devem apresentar resisténcia superior a
resisténcia dos microrganismos originalmente presentes no produto a ser
esterilizado (ISO 14937, ISO 11134).

Enzimas e proteinas também tém sido utilizadas como IBs para
avaliacdo imediata da eficacia de processos industriais, tais como
branqueamento, pasteurizacdo, desinfeccdo e também para monitorar a
conservacdo de um produto submetido previamente a desinfeccido ou
esterilizacdo (EAGERMAN E ROUSE, 1976; FORSYTH et al., 1999;
PIYASENA et al., 1998; TIJSKENS et al., 1999; PENNA et al., 2004;
VILLAMIEL et al., 1997).

A proteina verde fluorescente (GFP) pode ser empregada como
indicador  biolégico devido a faciidade de sua detecgao por
espectrofluorimetria ou por inspecéo visual utilizando lampada UV portatil
(VESSONI PENNA et al, 2002, PENNA et al., 2004). A proteina GFP
demonstrou em trabalhos anteriores resisténcia a exposicdo a agentes
quimicos e a temperaturas elevadas (PENNA et al., 2004). A resisténcia da

GFP possibilita sua utilizagdo como indicador bioldgico, pois, apos



determinado tratamento térmico, a auséncia ou diminuigdo da intensidade de
fluorescéncia emitida indica que microrganismos presentes também foram
afetados.

Devido a importancia da validagdo de procedimentos de sanitizacdo de
sistemas de agua purificada para uso hospitalar e industrial, torna-se
proeminente o estabelecimento de um indicador biolégico que apresente
resultados rapidos e seguros sobre a eficiéncia do processo.

A agua é o principal veiculo da formulagéo farmacéutica e o de maior
relevancia como fonte de contaminagdo. Em hospitais a agua €& parte
essencial do processo de limpeza, desinfeccao e esterilizacdo de ambientes,
superficies e material (critico, semi-critico e ndo critico), tanto para enxague
quanto para diluigdo de agentes quimicos saneantes.

O presente trabalho encontra-se dividido em capitulos redigidos sob a
forma de artigos, com excecao do Capitulo I, que consiste em revisao
bibliografica breve abrangendo os topicos estudados. Desta forma,
determinadas informacdes que constam em um capitulo sdo repetidas nos
capitulos seguintes. Dentre os artigos que compde o trabalho final os
Capitulos I, 1lI, 1V, V e VII ja foram publicados (vide anexos) e o Capitulo VI

ja foi submetido e aceito para publicagéo.



OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho consistiu em avaliar a resisténcia de
microrganismos responsaveis por surtos de infeccdo hospitalar e
contaminates de sistema de purificagdo de agua frente as solugdes de
agentes quimicos empregadas com maior freqléncia, e estudar a proteina
verde fluorescente (GFP) como potencial indicador bioldgico nestes
ambientes.

Com esta finalidade, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:

e Avaliar a eficacia de agentes sanitizantes de uso hospitalar, através da
determinagao da concentragao inibitdria minima;

e Avaliar a resisténcia microbiana frente aos agentes quimicos
sanitizantes de uso hospitalar através da determinagdao do tempo de
reducéo decimal,

e |Isolar e identificar os microrganismos contaminates de cada etapa do
sistema de tratamento de agua, avaliando a concentragao inibitoria
minima dos agentes sanitizantes empregados neste sistema, frente
aos microrganismos isolados e as cepas padrao;

e Analisar a resisténcia de microrganismos isolados de um sistema de
purificagcdo de agua (microrganismos denominados in house, para
facilitar a compreensdo) e comparar com a resisténcia de
microrganismos padrdao. Avaliar se o regime de desinfecgao
empregado atualmente no sistema de purificacdo de agua é eficaz
frente aos microrganismos estudados, enfatizando as implicagbes da

validagao microbiolégica do processo.



Avaliar a estabilidade da proteina verde fluorescente na presenca de
solugdes cloradas diluidas em diferentes tampdes e agua para injecao,
analisando o comportamento da proteina, através da emissédo de
fluorescéncia da GFP em contato com as diversas solucdes cloradas,
relacionando a perda de fluorescéncia e o valor final de cada solugao
estudada.

Extrair a proteina GFP de lisado celular de E. coli, através de sistema
micelar de duas fases aquosas, estabelecendo um método que pode
ter sua escala ampliada, e melhor relagdo custo-beneficio quando

comparado a métodos utilizados atualmente.



CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A primeira referéncia de desinfetante que se tem noticia, foi feita por
Homero em A Odisséia, onde citava o uso do enxofre na forma de didxido de
enxofre (aproximadamente 800a.C.). Substancia ainda hoje empregada na
preservacgao de frutas secas, sucos de frutas e vinho (MAZZOLA, 2000).

Louis Pasteur (1822-1895), com seu trabalho criterioso, contribuiu para
o desenvolvimento da microbiologia como ciéncia ao demonstrar serem os
microrganismos 0s responsaveis por doengas infecciosas. Pasteur
desenvolveu o método fisico, denominado pasteurizagao, ainda hoje utilizado
na higenizagéo de produtos alimenticios.

As solugbes anti-sépticas tém sido empiricamente utilizadas durante
séculos, mesmo antes de Pasteur e Koch demonstrarem a existéncia de
microrganismos. O interesse de avaliagdes da eficacia terapéutica das
solugbes anti-sépticas topicas diminuiu com o uso indiscriminado de

antibioticos.

1.1 Ambiente Hospitalar

A legislacao brasileira (ANVISA, 1988, 1999, 2001) prevé as solugdes
anti-sépticas adequadas para uso em areas da saude. Assim também, sugere
as condi¢cbes minimas necessarias para o uso apropriado de um anti-séptico.
Um produto quimico na qualidade de anti-séptico deve apresentar: atividade

germicida sobre a flora cutdnea, sem causar irritagdes a pele ou mucosas,



nao provocar reacdes alérgicas ou queimaduras, possuir baixo teor de
toxicidade (ANVISA, 1988).

As infecgdes emergentes sao caracterizadas por casos isolados ou
surtos em estabelecimentos de saude. Em hospitais e postos de saude as
infecgdes estdo associadas a inadequada desinfecgédo de artigos médicos. A
severidade destes casos varia de colonizagao assintomatica a morte, com um
grande numero de agentes causadores distintos.

Os indicadores biologicos Bacillus stearothermophilus e Bacillus
subtilis sdo utilizados na padronizagéo das técnicas de aplicagao dos agentes
esterilizantes e desinfetantes, respectivamente (MAZZOLA, 2000,
McDONNELL E RUSSEL, 1999, RUTALA, 1998, VESSONI PENNA, 1997).

Através da determinagcdo da concentragdo minima inibitoria
(VESSONI PENNA et al., 2001) e do tempo de redugao decimal valor D
(VESSONI PENNA, 1997) e da classificagao do espectro de atividade de
cada agente esterilizante, torna-se possivel esbogar um programa de
limpeza, desinfeccdo e esterilizacdo no ambiente hospitalar, principalmente
de materiais reutilizaveis (ALFA et al.,, 1996, RUTALA e WEBER, 1996,
VESSONI PENNA et al., 1997).

Esforcos para diminuir o risco de transmissdes de infec¢des incluem
programas no qual os desinfetantes desempenham papel crucial. Infecgbes
podem ser transmitidas tanto a pacientes submetidos a tratamentos de
endoscopia, cateterismo e outros. As superficies de materiais meédico
hospitalares, se nao estiverem diretamente ligados a transmisséo de
doengas, podem contribuir potencialmente para uma contaminag¢do cruzada

secundaria.



Os procedimentos basicos de descontaminagdo sdo de fundamental
importdncia para a prevencdo na disseminacido de doencas em geral,
principalmente no ambiente hospitalar, transmitidas por agua e por contacto
pessoal. Para obter-se um processo de desinfecgcédo eficiente € necessario
que se submeta a superficie em questao, primeiramente a limpeza mecanica
(friccdo) associada a quimica (solugdo detergente, desincrostante ou
enzimatico) para remocgao da sujidade, pois a matéria organica é capaz de
diminuir a acdo dos desinfetantes na maioria das vezes de sua aplicagao

(RUTALA, 1998)

Cada instrumento ou superficie do estabelecimento do ambiente de
saude que entra em contato com um paciente é um disseminador potencial

de infeccdo (RUTALA e WEBER, 1998).

Ha fatores que alteram a eficacia dos procedimentos de desinfecgéo e
esterilizacdo (NOGAROTO e PENNA, 2006). A atividade antimicrobiana dos
agentes quimicos depende de uma variedade de fatores relativos a natureza,
estrutura e condigbes dos microrganismos e componentes quimicos e fisicos
do ambiente externo. O conhecimento desses fatores é imprescindivel para
uma adequada aplicacdo dos processos de desinfeccdo e esterilizacdo. A
nao observincia desses fatores pode implicar insucesso desses
procedimentos (NOGAROTO e PENNA, 2006).

Os principais interferentes sdo (NOGAROTO e PENNA, 2006):

(i) Microrganismos - o0s microrganismos variam consideravelmente

quanto a susceptibilidade aos agentes desinfetantes quimicos em

fungao de sua constituicdo. As diferengas em relagao a resisténcia das

bactérias na forma vegetativa ndo sdo muito significativas, exceto as



micobactérias, que devido as caracteristicas hidrofébicas da superficie
celular sdo comparativamente mais resistentes a uma variedade de
agentes desinfetantes.

(i) Numero e localizagdo dos microrganismos - a atividade
antimicrobiana é diretamente relacionada ao numero de
microrganismos presentes. Quanto maior a carga microbiana, maior o
tempo de exposicao necessario para destrui-la. Assim, uma limpeza
prévia escrupulosa, visando reduzir o numero de microrganismos, é de
grande interesse para o processo de desinfec¢do. A localizagéo e a
acessibilidade aos microrganismos deve ser considerada, uma vez que
somente as superficies em contato direto com os produtos serao
desinfetadas. Equipamentos contendo multiplas pecas devem ser
desmontados e imersos completamente no agente, impedindo a

formacgéao de bolhas.

(iif) Concentragéo e poténcia do agente quimico/tempo de exposigao -
com poucas exceg¢des quanto mais concentrado o produto, maior € a
eficacia e menor o tempo de exposi¢cao necessario para a destruicao
dos microrganismo.

(iv) Fatores fisicos e quimicos - diversos fatores fisicos e quimicos
influenciam nos processos de desinfec¢ao e esterilizagdo, sendo os
mais importantes a temperatura, o pH, a umidade relativa e a dureza
da agua.

(v) Matéria Organica - a matéria organica (em diversas formas como
soro, sangue, pus, material fecal e residuos de alimentos) interfere na

acao dos agentes antimicrobianos de pelo menos duas maneiras: mais



10

comumente ocorre uma relacdo entre os compostos e o material
organico, resultando num complexo menos ativo e deixando uma
menor quantidade do agente quimico disponivel para atacar os
microrganismos. Esta reducdo ¢é notadamente observada com
compostos altamente ativos como os liberadores inorganicos de cloro;
alternativamente o material organico pode proteger os microrganismos

da acdo desinfetante, funcionando como uma barreira fisica. A

redugdo da carga de matéria organica previamente a desinfecgdo é

desejavel com o objetivo de minimizar a interferéncia descrita.

Estudos tém demonstrado que a limpeza manual ou mecanica, com
agua e detergente e/lou associados a produtos enzimaticos, reduz
aproximadamente 10° microrganismos da populagéo inicialmente considerada
(ALFA et al., 1996, CONRAD, 2001, DIAZ et al., 2000, MAZZOLA et al., 2000,
TRAUMANN et al., 2001, VESSONI PENNA et al., 1997).

Além disso, deve-se ressaltar que para o estabelecimento de
parametros de destruicdo microbiana para um artigo deve-se levar em
consideragao o bioburden maximo esperado, na ordem de 10° ou 104, se o
bioburden for mais elevado, maior dificuldade havera para o processo de
esterilizagdo, colocando em risco a seguranga do processo. Assim, é licito
afirmar que a limpeza rigorosa € condi¢cao basica para qualquer processo de
desinfecgdo ou esterilizacdo. E possivel limpar sem esterilizar, mas ndo é

possivel garantir a esterilizagdo sem limpar.
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Esterilidade

Esterilizagdo é o processo que objetiva destruir todas as formas de vida
com capacidade de desenvolvimento durante os estagios de conservagao e de
utilizagdo do produto. Conservar € manter as caracteristicas do produto durante
a vida util de armazenamento (vida de prateleira) a temperatura ambiente.

Esteriidade ou nivel de seguranca € a incapacidade de
desenvolvimento das formas sobreviventes ao processo de esterilizagao,
durante a conservagao e utilizacdo de um produto. A manutencéo do nivel de
esterilidade conferido a um produto garante o prolongamento da vida util de
prateleira e depende das operacdes pré-esterilizacdo, de esterilizacdo e pés-
esterilizacao.

Os métodos de esterilizacdo permitem assegurar niveis de
esterilidade compativeis as caracteristicas exigidas em produtos
farmacéuticos, médico-hospitalares e alimenticios. O método escolhido
depende da natureza e da carga microbiana inicialmente presente no item
considerado. O calor, a filtragédo, a radiagédo e o 6xido de etileno podem ser
citados como agentes esterilizantes.

O calor ndo é somente o agente esterilizante mais usado como
também o mais econémico e mais facil de controlar. O calor umido quando
comparado ao calor seco € um processo efetivo em funcdo do uso de
temperaturas mais baixas e, do curto periodo de tempo necessario para
garantir o nivel de esterilidade proposto.

Sendo os esporos bacterianos altamente resistentes as condi¢des

ambientes adversas, eles sdo usados como indicadores biolégicos na
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avaliagdo do nivel de esterilidade atingido, e de possiveis falhas
operacionais.

Esporos de Bacillus stearothermophilus s&o considerados
convenientes indicadores bioldgicos na esterilizagdo pelo calor umido,
particularmente a temperatura de referéncia de 121°C. Os esporos de
Bacillus subtilis sao empregados nos processos de esterilizagado pelo calor
seco e pelo 6xido de etileno e os esporos de Bacillus pumilus indicados para
validar processos cujo agente esterilizante é a radiagao idénica (USP 28).

Os indicadores fisicos e bioldgicos sdo recomendados para validar
ciclos de esterilizagcdo e condigdes de processamento: (i) os indicadores
fisicos, termopares conectados a um registrador de temperatura, sao
distribuidos em diferentes pontos da camara e da carga, e medem a
distribuicdo do calor, indicando os pontos frios; e (ii) os indicadores
biolégicos, microrganismos resistentes ao agente esterilizante, sédo utilizados
para verificar se as medidas fisicas garantem o nivel de esterilidade
estabelecido (USP 28).

O procedimento tempo/temperatura selecionado depende do
produto, do tipo, do teor e da fonte dos contaminantes antes da esterilizacao,
da aplicacdo de métodos para minimizar tal contaminacao e preveni-la pds -
processamento, contribuindo para assegurar o éxito da esterilizagéo

(VESSONI PENNA, 1994, VESSONI PENNA et al., 1994).
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Destruicao Microbiana

O produto se mantém conservado se nao houver a manifestagdo dos
microrganismos presentes; isto significa dizer que, apos a exposi¢ao ao calor
umido, podera haver microrganismos dormentes ou em estado latente de
sobrevivéncia, que nao se multiplicardo durante a vida util de prateleira,
porque o produto ndo oferece condigbes favoraveis de germinacdo e
reproducao.

O numero final de microrganismos sobreviventes expostos ao calor
umido representa o efeito do processo. A destruicdo térmica de uma
populagdo homogénea de microrganismos € considerada logaritmica,
equivalente a cinética quimica de uma reagdo de 1% ordem. O fendmeno de
destruicao térmica pode ser representado pelo modelo de curva linearizada,
semi - logaritmica de sobreviventes. A representagcdo grafica do logaritmo
decimal de sobreviventes, em relagdo ao tempo de exposi¢do a temperatura
constante resulta em curva linearizada decrescente. A variacido do numero de
sobreviventes, com o tempo de exposi¢cdo, € funcdo do numero de

microrganismos inicialmente presentes, e é representada pela equagéo:

k
log N, =logN0—(m)t (1)

Em que, log Nt é o logaritmo decimal da populagao sobrevivente apés
um tempo (f) de exposicéo, log No é o logaritmo decimal da populagdo no
tempo inicial (t=0), k € a constante de velocidade especifica de destruigao por
unidade de tempo (f). Para um mesmo microrganismo todos os parametros

de tratamento devem ser mantidos constantes durante o tempo de exposi¢ao
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estabelecido; pois a resisténcia térmica € fungao da concentragdao de vapor
umido presente.

Para o modelo de curva semi-logaritmica de sobreviventes, o tempo
necessario para a destruicdo de 90% da populagcéo de esporos é o intervalo
de tempo exigido para a curva percorrer 1 (um) ciclo logaritmico. O intervalo
de tempo de redugéo decimal (valor D) é o principal parametro de avaliagéo
das caracteristicas de termoresisténcia da populagcdo microbiana
homogénea.

O valor D ou tempo de redugao decimal é o intervalo de tempo, a
temperatura constante de tratamento, para uma redugdo de 90% da
populagdo microbiana, inicialmente presente no produto. O valor D é o
inverso negativo do coeficiente angular da equagao da reta calculada
utiizando-se do método da regressao linear, através dos minimos
quadrados, aplicado a regiao linear da curva de sobrevivéncia. O valor D
relaciona-se a constante especifica de reagao através da relagao:

2,303
k

D =( ) (@)

Portanto a equacéo (1) pode ser igualmente representada por:
1
logN, =logN, —(B)t (3)

O nivel de destruicdo térmica (n) € o numero de ciclos logaritmicos
reduzidos na populagdo microbiana. Se o nivel de destruicdo térmica
corresponder a um ciclo reduzido (n=1), entdo o tempo total de processo (t) &
equivalente ao tempo de redugao decimal valor D. Logo o tempo de processo

a temperatura de referéncia (T;) € um multiplo do tempo de redugéo decimal.
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O bioindicador adequado deve apresentar uma populagao de
esporos e uma termorresisténcia ao processo de esterilizacdo superiores
aquelas dos microrganismos originalmente presentes no produto a ser

esterilizado.

Nivel de Esterilidade ou “Sterility Assurance Level” (SAL)

O numero de ciclos logaritmicos reduzidos na populagdo do
bioindicador define o nivel de esterilidade ou “Sterility Assurance Level’
(SAL) do produto final. O nivel de seguranga do processo define a
probabilidade de falha prevista para a operagao, estabelece o niumero final
de sobreviventes (Ny) por unidade de produto e define o tempo de processo a
temperatura de referéncia.

Os niveis de destruicaio e de numero final (Nf) de esporos
sobreviventes por unidade de produto, assumindo populagao inicial unitaria
(No= 1 UFC), sugerem uma populagao sobrevivente de Clostridium botulinum
de Ny = 10" UFC (1 unidade contaminada para cada 10'® unidades do
produto) equivalente a 12 ciclos reduzidos; para bactérias mesofilas nao
patogénicas (Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes) uma populagéo final
de Nf = 10° UFC (1 unidade contaminada para cada 10° unidades do
produto) equivalente a 5 ciclos reduzidos; para bactérias termdfilas néo
patogénicas (Bacillus stearothermophilus, Clostridium thermosaccharolyticum), Nt
=10 UFC (1 unidade contaminada para cada 10° unidades do produto)

equivalente a 3 ciclos reduzidos (NOGAROTO e PENNA, 2006).
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O nivel de esterilidade € o nivel de certeza de auséncia de
multiplicacdo microbiana, durante a conservacéao e utilizacdo de um produto;

e depende da populagao inicial (N,) do produto. O nivel de seguranga

6 6
definido em Nt = 10 (uma unidade de produto contaminada em cada 10
unidades expostas) € equivalente a reducdo de 12 ciclos logaritmicos na
populacido microbiana original do produto, admitindo N, = 106 UFC por

unidade. As medidas preventivas podem aumentar o nivel de seguranca para

-6
um universo superior a N> 10 UFC por unidade do produto.
1.2 Sistemas de Tratamento de Agua

A agua é um dos elementos de maior importancia para todas as
formas de vida na Terra. Ela esta presente em todos os organismos vivos,
fazendo parte de uma infinidade de substancias e 6rgaos. Além disso,
transporta diversos compostos nutritivos no solo, movimenta turbinas na
produgao de energia elétrica, refrigera maquinas e motores, ajuda a controlar
a temperatura da atmosfera e apresenta ainda uma série de funcbes de
extremo valor. Esse liquido € indispensavel para a manuteng¢ao da vida na
Terra, € essencial para a composigao e renovagao das ceélulas, 70% do corpo
humano é constituido por agua, participa da composicdo dos tecidos e
transporta as mais diversas substancias no organismo.

Para que seu uso nao traga complicagbes a saude, a agua devera ser
potavel, ou seja, isenta de contaminagdo e/ou poluicdo, pois varios
organismos nas aguas causam doengas ao ser humano, determinando

processos infecciosos, toxigénicos ou parasitarios. Os estados moérbidos
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produzidos por estes microrganismos podem ser mais ou menos graves,
dependendo das caracteristicas de defesa do novo hospedeiro. Por esta
razdo, este tipo de contaminacdo assume papel importante em areas
hospitalares. A avaliacdo destes agentes infecciosos € baseada na sua
viruléncia ou potencial de causar doengas em seres humanos. A viruléncia é
uma caracteristica epidemiologica ligada a dose de agente infeccioso
necessaria para infectar o novo hospedeiro e causar doencga. Este potencial
também depende da estabilidade do referido agente no ambiente, neste caso
a agua (MARTINS e PENNA, 2000).

Grandes surtos transmitidos pela agua foram relatados pelo EPA
(Environmental Protection Agency), e pelo CDC (Center for Disease Control).
A primeira epidemia descrita foi em 1920. No periodo compreendido entre
1971 e 1985, foram registrados 502 surtos endémicos de doengas veiculadas
pela agua, acometendo 111.228 pessoas no territério norte-americano. No
ambito das infecgdes hospitalares em 1996, um grande surto se instalou na
cidade de Caruaru (Pernambuco), com caracteristicas impares, afetando 131
pacientes renais cronicos submetidos a hemodialise. Destes, 46 pacientes
foram a 6bito por intoxicagdo a partir de toxina microcistina (produzida pela
alga microcistica), caracterizando-se como a maior intercorréncia de
intoxicagdo hospitalar do género, até os dias atuais (MARTINS e PENNA,
2000).

Admite-se que a maior demanda de agua se destina ao consumo
humano, com uma qualidade relativamente garantida até o ponto em que
termina a rede de tubulagdes de transporte. Embora a agua potavel esteja

apta ao consumo humano, ndo assegura que a qualidade denominada
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potavel também o seja para o uso em instalagdes industriais, na elaboracéo
de medicamentos, de produtos alimentares, de cosméticos ou matérias-
primas quimicas farmacéuticas (MACEDO, 2001, MARTINS e PENNA, 2000).

Toda a instalagado industrial farmacéutica relacionada a elaboragao e
processamento de medicamentos e outros produtos para a saude séo
imprescindiveis alguns insumos, os quais podem ser caracterizados por
diferentes graus de pureza. Este é o caso da agua. A agua, na industria
farmacéutica, € o principal insumo utilizado, sendo incorporada aos produtos
durante o processamento, utilizada nas operacbes de transformacdo, em
processos de esterilizagdo, sob a forma de vapor, em operagdes de troca
térmica (aquecimento ou resfriamento) e para a limpeza e higiene (MACEDO,
2001, MARTINS e PENNA, 2000).

Por isso, toda instalagdo industrial ou farmacéutica relacionada com
produtos para a saude necessita contar com um processamento adequado de
purificagdo da agua potavel, que permita satisfazer suas necessidades
peculiares, muito especialmente em funcdo dos problemas relacionados com
0 armazenamento da agua e de sua distribuicdo. Este procedimento deve
assegurar o fornecimento segundo os volumes necessarios, de acordo com a
qualidade exigida nos pontos de consumo. Estudos recentes demonstram
que quase todo grande sistema de purificagdo de agua, pode formar biofilme
em suas tubulagdes. Este biofilme pode espalhar microrganismos dentro do
sistema e contribuir para o aumento de particulas, bactérias e aumento no
nivel do carbono organico total. Esta contaminagdo pode afetar todo o
processo dentro de uma industria farmacéutica ou ambiente hospitalar

(MACEDO, 2001, MARTINS e PENNA, 2000).
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Em ambientes de saude a condigcdo critica do processo exige agua
com um grau de pureza maior do que aquele garantido a agua potavel. Este
grau de pureza microbiologicamente é definido pela quantidade e também
pelas diferentes espécies de microrganismos presentes. Deste modo, a
identificagdo dos microrganismos presentes em sistemas de tratamento de
agua, é de grande importdncia. A avaliagdo a resisténcia destes
microrganismos frente aos sanitizantes utilizados nos processos de limpeza e
desinfec¢do dos sistemas de purificacdo da agua (NOGAROTO e PENNA,
2006).

As principais etapas do sistema de purificagédo de agua estudado séo
(NOGAROTO e PENNA, 2006):

(i) Filtragédo - o método de filtragao é utilizado na remogao de materiais
insoluveis. A eficiéncia depende do tipo de filtro de profundidade
selecionado, sua fungdo €& otimizar estagios seguintes. Para
sistemas de grandes vazbes utilizam-se materiais como: antracito
granular, quartzo ou areia. Para sistemas menores usa-se filtro
material sintético.

(i) Carvao ativado - o leito de carvéao é utilizado para adsorver material
organico de baixa massa molecular e agente oxidantes (compostos
clorados). Removem o cloro e protegem as partes do sistema
construido em acgo inoxidavel, as resinas idnicas e as membranas
de osmose. Os processos alternativos sao os aditivos quimicos ou
os removedores regeneraveis de materiais organicos.

(i) Abrandadores e deionizadores - abrandadores s&o resinas

catidnicas do tipo ciclo de sddio e sao regeneraveis por tratamento
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com salmoura. E importante controlar o crescimento bacteriano
tanto nas resinas como nos tanques de salmoura, seja por
recirculacdo durante os periodos de baixa demanda, com a
instalacéo de lampadas ultravioletas (UV), ou por aditivos quimicos.
Os deionizadores trocam cations e anions indesejaveis por H' e
OH' respectivamente. As resinas catibnicas sdo regeneradas com
acidos (cloridrico ou sulfurico) e as aniénicas com hidroxidos (de
sédio ou de potassio). A vantagem € que os agentes de
regeneragao ajudam a controlar a flora microbiana, a frequéncia de
regeneragao pode ser acelerada por envenenamento da resina por
material organico.

Osmose reversa - Sob uma forga maior que a pressao osmatica, a
membrana de osmose reversa permite a passagem de agua
purificada e descarta componente organico e inorganico. Este
processo € efetivo e em dupla passagem pode produzir agua de
altissima pureza quimica e microbiolégica. Para sua melhor eficacia
e durabilidade deve-se considerar o tratamento prévio da agua de
alimentacédo ao sistema de osmose reversa, bem como a seleg¢ao
do material e desenho para sua construcdo. A exemplo de outros
processos unitarios em que se contratam outras empresas para a
regeneragcdo de membranas ou colunas, o controle de
contaminagao poés-regeneragcao € muito importante para assegurar

a consisténcia da qualidade.
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1.3 A Proteina Verde Fluorescente

A bioluminescéncia € um fenémeno natural observado em diversas
espécies de organismos marinhos e terrestres. No ambiente terrestre, insetos
como os vaga-lumes sao os representantes mais conhecidos (PENNA et al.,
2004a).

O mecanismo quimico de produgdo de luz por organismos marinhos
difere para cada espécie. A maioria apresenta somente quimioluminescéncia
ou bioluminescéncia que resulta de uma reacdo quimica mediada por

fotoproteinas (PENNA et al., 2004a).

A GFP selvagem absorve UV e luz azul com um pico maximo de
absorbancia a 395 nm e um menor pico a 470 nm e emite luz verde com um
pico maximo de emissao a 509 nm e um pequeno espalhamento em 540 nm.
A GFP selvagem quando inserida em procariontes precipita no citoplasma

tornando-se néo fluorescente (WARD, et al. 1980).

A GFPuv recombinante emite uma maxima fluorescéncia quando
excitada por luz ultravioleta (360-400 nm). Esta GFPuv é muito utilizada em
estudos de expressao génica porque pode ser facilmente visualizada com luz
UV. A GFPuv foi recombinada através de técnicas sofisticadas de mutagdes

puntiforme no DNA da GFP in vitro (CRAMERI, et al. 1996). O resultado foi a

153 |163

substituicdo de trés aminoacidos (Phe® por Ser, Met'® por Thr e Val'®® por
Ala) da GFP selvagem, resultando na GFPuv. A GFPuv expressa pela E. coli
apresenta fluorescéncia 18 vezes mais intensa que a GFP selvagem.

Geralmente mutagdes interferem nos picos de absorgcdo e emissdo das
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variantes da GFP. Porém a GFPuv conserva esta propriedade mantendo o
comprimento de onda de emissdo em 509 nm (CRAMER!I, et al. 1996).

A GFP selvagem é resistente a temperaturas de até 70°C, a pH
alcalino (inferior a 12) detergentes, solventes organicos algumas proteases
(ROBART & WARD, 1990). Alguma fluorescéncia é observada quando
nanogramas da proteina nativa é aplicada em 1% SDS em gel de
poliacrilamida (INOUYE & TSUJI, 1994).

A GFP é fluorescente em ambas as conformacgdes, tanto no monémero
quanto no dimero. A proporcdo das formas monoméricas ou diméricas
dependem da concentragdo da proteina no meio. A GFP selvagem dimeriza
via interagdes hidrofébicas em concentragbes de proteina 5 a 10 mg/mL. A
dimerizagdo resulta em uma diminuicdo na absor¢cdo a 470 nm e num
concomitante aumento da absorgcdo em 395 nm. A GFPuv tem maiores

possibilidade de dimerizar.

1.4 Sistemas Micelares de Duas Fases Aquosas

Os processos de separacao e purificacao de produtos obtidos por via
biotecnologica ndo apresentaram o mesmo grau de desenvolvimento nos
ultimos anos, quando comparados a otimizagao dos processos fermentativos
(ASENJO, 1990; KULA, 1985). Os processos hoje existentes para purificagéo
de bioprodutos sao constituidos, na sua maioria, de varias operagdes com
baixos rendimentos tornando os custos de produc¢do altos do ponto de vista
industrial (RANGEL-YAGUI, 2003a).

Produtos derivados de processos biotecnolégicos séo geralmente

obtidos de forma diluida e a partir de meios complexos contendo
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contaminantes diversos, tais como: células, componentes celulares, proteinas
contaminantes, componentes do meio de cultura, pigmentos, polissacarideos,
etc. Tais contaminantes podem diminuir a atividade biolégica de uma
molécula, ou até mesmo inviabiliza-la no momento da utilizacdo (ASENJO,
1990; KULA, 1985).

A recuperacido e purificacdo de biomoléculas diretamente de um
meio fermentado € um fator critico em biotecnologia, sendo responsavel por
grande parcela do elevado custo dos processos e produtos, justificando desta
forma os esforgos pelo desenvolvimento de novos processos de recuperagao

que visem melhor economia e rendimento (ASENJO, 1990).

A purificagdo industrial de enzimas ocorre, geralmente, através de
processos multiplos que consistem em técnicas de custo elevado tais como
cromatografia de afinidade e cromatografia de troca ibnica (RANGEL-YAGUI,

2003a).

A extracéo liquido-liquido é um processo de transferéncia de um soluto
de uma fase liquida para outra fase liquida imiscivel em contato com a
primeira. A extracdo liquido-liquido com solventes € empregada para a
separacao de antibidticos, como por exemplo, a eritromicina ou a penicilina,
porém é uma técnica pouco viavel para proteinas, pois a maioria pode sofrer

desnaturagao em solventes organicos (ASENJO, 1990; KULA, 1985).

Nos ultimos anos vém-se ampliando a utilizagdo de métodos de
extracdo liquido—liquido em sistema aquoso para se extrair proteinas
biologicamente ativas. Para tanto se propbe a adicdo de polimeros
hidrofilicos ou tensoativos n&o-ibnicos a solugdes aquosas no

estabelecimento de duas fases imisciveis. Uma outra alternativa é a utilizagao
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de microemulsdes de tensoativos em solventes organicos que caracteriza o

sistema micelar reverso.

O método de separacdo de biomoléculas por Sistemas Micelares de
Duas Fases Aquosas (SMDFA), explora a caracteristica que alguns sistemas
micelares possuem de que, quando submetidos a determinadas condicdes,
podem espontaneamente se separar em duas fases liquidas aquosas e
imisciveis (LIU et al., 1998). Consideravel interesse tem sido verificado na
utilizagdo desses sistemas para purificar e concentrar compostos como BSA,
bacteriéfagos, antibidticos, colesterol oxidase, lisozima e outras enzimas,
vitaminas lipossoluveis e compostos organicos (RANGEL-YAGUI, 2003b;
NIKAS et al., 1992; SANCHES-FERRER et al., 1994; LIU et al., 1998; LEE E
SU, 1999; QUINA, HINZE, 1999; SIRIMANNE et al., 1998).

Agentes tensoativos sao moléculas tipicamente compostas por duas
partes quimicamente distintas: porcdo hidrofilica e porcdo hidrofébica. Em
funcdo dessa estrutura quimica diferenciada, quando essas moléculas de
agentes tensoativos sao dissolvidas em agua ocorre a formagéo espontanea
de estruturas agregadas conhecidas como micelas. Em uma micela, as
caudas hidrofébicas se atraem para minimizar o contato desfavoravel com a
agua, enquanto que as cabegas hidrofilicas permanecem na superficie
externa da micela para maximizar esse contato (CHEVALIER, ZEMB, 1990).
A formacdo de micelas reflete um balango complexo de varias forgas
intermoleculares, incluindo forcas de van der Waals, interacdes eletrostaticas
e interagdes hidrofébicas (ISRAELACHVILI, 1991).

Sob determinadas temperaturas e concentracbes de agentes

tensoativos, uma solugdo aquosa micelar homogénea pode se separar em
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duas fases macroscoépicas, ambas contendo micelas, porém com uma delas
apresentando maior concentragdo dessas. Essa separagdo de fases é
induzida pelo "aumento da temperatura”" do sistema. E importante salientar
que o teor de agua em cada uma das fases obtidas é alto (em geral esta
acima de 90% p/p) portanto favoravel para biomoléculas (LIU, 1996). O
fendbmeno de separacdo de fases induzido pelo "aumento da temperatura"
pode ser representado por uma curva em forma de sino denominada de curva
binodal, que é construida variando-se a concentragdo de tensoativo e a
temperatura do meio (Figura 1.1). A curva binodal representa, com isto, o
limite de separacdo, em funcdo da temperatura e da concentracdo de
tensoativo, na qual a solugdo micelar se separa em duas fases
macroscopicas. Esse processo de separacdo de fases, segundo
BLANKSCHTEIN et al. (1986), é resultado da competigao entre os efeitos da
"energia interna" que promove a separagao das micelas da agua e os efeitos
entrépicos, que promovem a miscibilidade das micelas na agua. Essas
interagdes sao, predominantemente, controladas pela temperatura.

Embora os agentes tensoativos, em particular os iénicos, possam se
ligar a proteinas resultando em desnaturagédo, existem tensoativos néao-
carregados que nao se ligam de forma intensa a essas biomoléculas e
portanto n&o as desnaturam (MAKINO et al., 1973). Portanto, os Sistemas
Micelares de Duas Fases Aquosas constituidos por agentes tensoativos nao-
carregados podem proporcionar um ambiente ameno e compativel com
biomoléculas (LIU et al.,1998; SIRIMANNE, et al. 1998). As micelas, por
serem susceptiveis a modificagdes em sua estrutura, possibilitam o controle e

otimizagcdo da particdo de biomoléculas pelo ajuste de suas caracteristicas
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como tamanho e forma através da variagdo da temperatura, concentracao do
tensoativo e adicdo de sais. O carater anfifilico das micelas pode oferecer
ambientes hidrofébicos e hidrofilicos aos solutos, permitindo seletividade na
separacdo baseado na hidrofobicidade das biomoléculas. Além disso, a
seletividade da particdo pode ser melhorada com a utilizagdo de ligantes de
afinidade especificos a biomolécula-alvo ou misturas de tensoativos idnicos e

nao-idnicos.
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Figura 1.1. Curva Binodal Experimental de uma solugao aquosa de C1oE4
obtida por Liu et al.(1996).

NIKAS et al. (1992) apresentaram uma formulagcdo tedrica para
descrever e estimar a particdo de proteinas hidrossoluveis em SMDFA
contendo micelas cilindricas e nao-carregadas. A teoria desses autores se
baseou no fato de que as interagdes do tipo "volume de exclusao" entre as
proteinas globulares hidrofilicas e as micelas cilindricas n&o-carregadas

desempenham uma fungdo importante sobre a partigdo. Diversos
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experimentos realizados por LIU et al. (1996) mostraram haver uma boa
correlacdo entre essa teoria proposta e os dados experimentais obtidos com
a particdo de diversas biomoléculas como o citocromo C, inibidor de tripsina
de soja, ovalbumina, albumina de soro bovino e catalase, utilizando como
agente tensoativo ndo-ibnico o 6xido de n-decil-tetraetileno (C4oE4). Essa boa
correlacdo encontrada entre a proposta tedrica e os dados experimentais
reforcou a hipétese de que as interagdes do tipo "volume de exclusao" entre
micelas cilindricas ndo-carregadas e proteinas globulares hidrofilicas séo o

fator dominante na particdo de biomoléculas por SMDFA.
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CAPITULO II
ESCOLHA DO AGENTE ESTERILIZANTE/DESINFETANTE —

Concentragao Inibitéria Minima (CIM ou MIC)

2.1 INTRODUGAO

O primeiro passo para escolha de um agente sanitizante/esterilizante é
a determinagao da sua finalidade e do tipo de area, material ou superficie a
ser submetida ao tratamento (MAZZOLA, 2000). E necessario que alguns

termos estejam claramente definidos (RUTALA e WEBER, 2004):

(i) limpeza - é o procedimento de remocgéao de sujidades e detritos para
manter em estado de asseio os artigos, reduzindo a populacéo
microbiana. A limpeza deve preceder todos os procedimentos de
desinfecgao e esterilizagao, pois reduz a carga microbiana através da
remogao da matéria organica presente. A limpeza com agua e sabao
reduz cerca de 99% da populagéo inicial (bioburden). A presenca de
matéria organica altera parametros dos processos de desinfecgdo e

esterilizacio, além de torna-los mais lentos.

(i) descontaminagdo - tem como objetivo reduzir a carga de
microrganismos presentes nos artigos, tornando-os seguros para o
manuseio, diminuindo o risco ocupacional. Neste processo ndo ha
necessidade de emprego de substancias quimicas desinfetantes, pois
a maioria dessas solugbes tem grande afinidade por moléculas
organicas, arrastando o microrganismo contaminante com a matéria

organica.
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(iii) desinfecgdo - remocgédo de microrganismos na forma vegetativa,
independente de serem patogénicos, presentes em artigos e
superficies inanimados, ocorrendo eventual remocdo de bactérias
esporuladas. A desinfecgcao pode ser classificada em desinfecgdo de
alto nivel (deve incluir a eliminacédo de bactérias vegetativas, bacilo da
tuberculose, fungos, virus e esporos bacterianos, sendo indicada para
itens semi-criticos); desinfeccdo de nivel médio ou intermediario
(eliminacdo da maioria dos fungos, de todas as células vegetativas
bacterianas e bacilo da tuberculose, sem acdo sobre os esporos
bacterianos, sendo indicada para artigos nao-criticos e superficies),
desinfecg¢ao de baixo nivel (ndo ha agao sobre os esporos ou bacilo da
tuberculose, atividade relativa sobre fungos, capaz de eliminar
bactérias em forma vegetativa, sendo indicada para artigos que
entrardo em contato somente com a pele integra ou para desinfecgao

de superficies).

(iv) esterilizagdo - processo que promove completa eliminagdo ou
destruicao de todas as formas de microrganismos que venham a se
desenvolver durante a vida util de prateleira do item considerado.
Convencionalmente, considera-se um artigo estérii quando a
probabilidade de sobrevivéncia de um microrganismo seja menor que
1:1.000.000 (10'6). O processo de esterilizagdo pode ser fisico (vapor
saturado/ autoclaves, calor seco, raios gama/cobalto), quimico
(glutaraldeido, formaldeido, acido peracético), e fisico-quimico
(esterilizadoras a o6xido de etileno - ETO, plasma de peroxido de

hidrogénio, plasma de gases, vapor de formaldeido).
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Para que se possa diferenciar processos de limpeza e sanitizagao, as
areas sao classificadas e subdivididas, segundo o risco potencial de
aquisicao de infecgdes em: criticas, semi-criticas e nao criticas. Devido as
suas peculiaridades, o centro cirdrgico possui técnicas de limpeza
diferenciadas (ANVISA, 1988).

(i) areas criticas - devido aos procedimentos realizados ou a

manipulacdo de materiais infectantes, oferecem risco potencial para o

paciente adquirir infecgao.

(i) areas semi-criticas - todas aquelas que nao exigem cuidados
intensivos ou de isolamento. Por exemplo: ambulatério, radiologia,

ultra-sonografia, enfermaria.

(iii) areas nao-criticas - sdo todas as areas hospitalares ndo ocupadas

por pacientes.

Os materiais que sao utilizados nos estabelecimentos de saude
também podem ser classificados, segundo o risco potencial de transmitir

infecgao a pacientes em trés categorias (ANVISA, 1988):

(i) artigos criticos - destinados aos procedimentos invasivos na pele,
mucosas adjacentes, tecidos subepiteliais e no sistema vascular, bem
como todos que estejam diretamente conectados com este sistema.
Requerem esterilizacdo para satisfazer aos objetivos que se propde.
Agulhas, cateteres intravenosos, materiais de implante sdo alguns

exemplos.

(i) artigos semi-criticos - artigos que entram em contato com a pele

nao integra ou mucosas integras requerem desinfecgao de nivel alto
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ou intermediario, € em alguns casos mais especificos, requerem
esterilizacdo. Céanula endotraqueal, espéculo vaginal, equipamento

respiratério sdo alguns dos exemplos.

(iii) artigos néo-criticos - destinados ao contato com a pele integra ou
aqueles que nao entram em contato com o paciente, requerem limpeza
ou desinfecgao de baixo nivel. Termémetros, estetoscopio, roupas de

cama, sao alguns dos exemplos que compdes este grupo.

Ha fatores que alteram a eficacia dos procedimentos de desinfecgéo e
esterilizacdo. A atividade antimicrobiana dos agentes quimicos depende de
uma variedade de fatores relativos a natureza, estrutura e condicbes dos
microrganismos e componentes quimicos e fisicos do ambiente externo. O
conhecimento desses fatores é imprescindivel para uma adequada aplicagao
dos processos de desinfeccado e esterilizagdo. A ndo observancia desses

fatores pode implicar insucesso desses procedimentos (MAZZOLA, 2000).

Apesar da grande oferta de produtos quimicos no mercado, a escolha
do mais adequado nao é uma tarefa facil. Varias caracteristicas devem ser
consideradas: espectro de acdo, velocidade de inativacdo dos
microrganismos, nao ser corrosivo para metais, nao danificar artigos ou
acessorios de borracha, plasticos ou equipamentos 6ticos, ndo ser inativado
pela presenga de matéria orgéanica, tolerar pequenas variagdes de pH, ter
acgao residual quando aplicado em ambientes, manter acido, mesmo quando
submetido a pequenas dilui¢des, ser inodoro, atdxico e estavel (concentrado

ou diluido) (ANVISA, 1988).
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Eficiéncia de Desinfetantes

Devido ao numero crescente de casos de infeccbes hospitalares,
torna-se de extrema importancia estabelecer programas de sanitizacdo que
implicam a escolha de agentes desinfetantes adequados, bem como de sua
aplicacado de maneira eficaz (PENNA et al., 2001).

A fim de reduzir custos e falhas humanas no preparo e utilizacdo das
solugbes sanitizantes, € necessario padronizar um minimo de produtos
quimicos de eficacia comprovada, definir sua concentragdo e diluigdo

indicada e a finalidade a que se destinam.

Pretendeu-se avaliar a eficacia de agentes sanitizantes de uso
hospitalar, através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima. As
cepas microbianas testadas foram: Bacillus subtilis var. globigii ATCC 9372,
Bacillus stearothermophilus ATCC 7953, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterobacter cloacae IAL 1976 (registro
do Instituto Adolfo Lutz), Serratia marcescens |IAL 1478 (registro do Instituto
Adolfo Lutz) e Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606, IAL 124 (registro do

Instituto Adolfo Lutz).

Através da determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM ou
CIM), e da classificagdo do espectro de atividade de cada agente
esterilizante, torna-se possivel esbogar um programa de limpeza, desinfecgao
e esterilizagdo no ambiente hospitalar, principalmente de materiais

reutilizaveis.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material

Os microrganismos testados foram adquiridos da ATCC (American
Type Culture Collection) ou do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Meios de cultivo,
acido peracético, iodo, perdxido de hidrogénio e demais reagentes foram
adquiridos da Sigma (St. Louis, MO). Agentes quimicos testados gluconato
de clorexidina, composto quaternario de aménio, glutaraldeido, formaldeido,
alcool etilico, solugdo de etanol com glicerina, Polvidine tépico® (PVPI),
Polvidine sabdo® (PVPI), Polvidine em solugdo aquosa® (PVPI) foram
gentilmente cedidos por Aster Produtos Médicos Ltda (Sorocaba, SP),
dicloroisocianurato de sédio (NaDCC) foi gentilmente cedido por Johnson &
Johnson’s, compostos liberadores de cloro ativo (CRA’s) foram preparados a
partir de solugdo comercial de hipoclorito de sodio concentrada. A
concentragao de cloro, peroxido de hidrogénio e iodo livres foram

determinadas pelo método iodométrico (BACCAN et al., 1985).

2.2.2 Preparacgao do in6culo

As culturas foram mantidas em suspensdo em meio caseina soja
(TSA, Difco, Detroit, Michigan, USA) a 4° C com transferéncias semanais.
Apos 24h, as culturas desenvolvidas em TSA, a 22° C para S. marcencens, e
a 35-37°C para E. cloacae, A. calcoaceticus, E. coli, S. aureus, foram

transferidas para TSB (Difco), centrifugadas (1000g/ 15 min/ 4°C) e
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ressuspensas em solugao salina. A viabilidade das bactérias foi estimada
através de cultura em profundidade em TSA, confirmando populagdes em
concentracdes maiores que 10’UFC/mL.

Culturas de esporos, desenvolvidas por 6 dias em meio de
esporulagdo a 37°C para B. subtilis, e a 62°C para B.stearothermophilus,
foram transferidas, centrifugadas (1935g for 30 min, quatro vezes), a
suspensdo foi mantida a baixa temperatura e em solucdo+ de acetato de
calcio (pH=9,7) a 4°C (PENNA et al., 1998). A viabilidade do choque térmico
(80°C/ 10 min para B. subtilis e 100°C/ 20 min para B. stearothermophilus)
esporos foram obtidos através de cultura em profundidade em TSA,

confirmando populagdes em concentragdo maior que 10° esporos/mL.

2.2.3 Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Este ensaio consiste em avaliar o espectro de acdo do agente
quimico, de acordo com a resisténcia dos microrganismos estudados. A
determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para cada agente
quimico é realizada utilizando-se o método classico de diluicdo sucessiva.
Em doze tubos com rosca (10 x 100 mm) numerados distribui-se 1mL de
meio de cultura TSB (trypit soy broth) para cada tubo exceto para o tubo
nuamero 1. Autoclava-se os tubos sob pressao constante e temperatura de
121° C. Para o primeiro e o segundo da série adicionar 1 mL da solugéo do
agente quimico sanitizante em teste, agitar o tubo 2 e transferir 1 mL para o

tubo 3. Repetir a transferéncia sucessiva até o tubo 11.
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Figura 2.1. Esquema ilustrativo do método das diluicbes sucessivas.

Adiciona-se em todos os frascos, exceto para o de numero 11, o
indculo (microrganismo em teste) em um volume de 0,1 mL e concentragao
conhecida. Incubar a temperatura 6tima de crescimento por 24h e 48h
(Figura 2.1.). Proceder a leitura, o CIM é o tubo de maior diluicdo onde se
verifica a auséncia de crescimento bacteriano. Os tubos 11 e 12 sdo os
controles positivo (TSB + inoculo) e negativo (TSB + antimicrobiano) (PENNA

et al., 2001, MAZZOLA et al., 2003).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os agentes quimicos investigados (Tabela 2.1.) sdo extensivamente
utilizados em solu¢des comerciais em centros de saude e ambiente hospitalar
tanto para uso topico e em superficies.

Na Tabela 2.1. sao apresentados os resultados referentes a
concentragao inibitéria mini na (CIM) de agentes quimicos ensaiados frente a
suspensodes das bactérias estudadas.

Os compostos quartenarios de amoénio (QACs) nao apresentam
atividade esporocida, sua atividade inibe o crescimento de microrganismos e
a germinagao de esporos (McDONNELL e RUSSELL, 1998). Valores de
concentragao inibitéria minima de 117 e 156 mg/L foram determinados para
B. subtilis e B. stearothermophilus, e sdo duas vezes superiores aos valores
de CIM para células vegetativas de E. cloacae, E. coli, S. aureus e S.
marcescens (CIM entre 59-78 mg/L), tendo sido A. calcoaceticus (9.77 mg/L)
a bactéria mais sensivel. Em centros de saude os QACs s&o considerados
desinfetantes de baixo nivel, e no geral sdo empregados em concentragdes
de 2000 mg/L, sem formaldeido na formulagdo (ANVISA, 1988). Os QACs
sao amplamente utilizados como anti-sépticos, devido a sua acdo nao
agressiva; e ainda aplicados em superficies, pois apresentam atividade
residual, podendo substituir compostos fendlicos mais toxicos. Em bergarios
os QACs devem ser utilizados na limpeza de camas, balcdes e outras
superficies, minimizando contaminagdo cruzada e o0s riscos de

superpopulagdo de microrganismos.
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Solugdes de digluconato de clorexidina, em hospitais brasileiros, é
empregada a 4%, utilizadas para lavagem das méos pelos funcionarios.
Neste estudo, clorexidina foi eficaz frente a B. subtilis (CIM 1%), mas nao
apresentou eficacia quando testada frente a B. stearothermophilus. O
intervalo de concentracdo de 63-71 mg/L demonstrou ser eficaz quando
testado frente a E. cloacae, E. coli, S. aureus e S. marcescens apresentou
maior resisténcia e CIM ente 125-156 mg/L. Solu¢des contendo clorexidina
(4%) em solugao alcodlica sdo comumente empregadas na lavagem das
maos do corpo clinico e de funcionarios, bem como na assepsia pré-
operatodria. O alcool adicionado na formulagao previne contaminagao cruzada
com B. proteus e Pseudomonas (ANVISA, 1988, 1999). Solugao alcodlica de
clorexidina 0,5% ¢é indicada como anti-séptico tdpico, substituindo PVPI. Em
concentragées menores (50 mg/L), clorexidina é empregada para limpeza de
lentes de contato sendo capaz de reduzir populagbes de S. marcescens.
Clorexidina (30 mg/L) em contato com S. marcescens por 10 minutos
apresenta eficacia semelhante a solugdes de 500 mg/L (DENTON, 1991), no
entanto a habilidade dessa cepa de microrganismos voltar a se desenvolver
apos 24h de contato com solugbes de até 60 mg/L também ja foi
demonstrada (GANDHI et al., 1993).

Glutaraldeido tem efeito bactericida, esporocida, fungicida e viruscida,
€ amplamente empregado para desinfecgdes de alto nivel de artigos criticos
e semi-criticos. Em solugao a 2% o tempo de exposigao recomendado € de 6-
8h (ANVISA, 1988, 1999). Os resultados de CIM determinados foram 2750-
3750 mg/L para B. subtilis, A. calcoaceticus, E. cloacae e E. coli e 1375-1875

mg/L para S. marcescens, S. aureus e B. stearothermophilus. Apesar do
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efeito antimicrobiano e da relagdo custo-beneficio, os efeitos colaterais do
glutaraldeido demandam uma série de cuidados e treinamentos antes do uso
(RUTALA e WEBER, 1998), também ¢é necessario que o produto seja
neutralizado antes de ser descartado. Apds enxagie e remogao de possiveis
residuos o glutaraldeido nao oferece riscos (KENNETH, 1994).

O formaldeido apresenta atividade esporocida, viruscida e fungicida,
podendo ser empregado, também, na fumigagdo de ambientes. Foi
observado que solucdes de formaldeido 0,5 — 1% apds 8h de contato
promoveu a redugdo de 6 - 9 logy, na média CIM de 58,5 mg/L para S.
marcescens, 117 mg/L para E. cloacae, 156 mg/L para S. aureus e E. coli,
235 mg/L para B. subtilis e 246 mg/L para B. stearothermophilus. O uso de
formaldeido no Brasil € permitido para desinfeccdo de alto nivel de artigos
criticos e nao-criticos, tais como dialisador, filtros, cateteres, laparoscopios
entre outros (ANVISA, 1988, 1999). A recomendacgdo € que tais artigos
devam ser imersos em solugao de 8% de formaldeido em solugéo alcodlica
por 18h (tal solugdo corresponde a solugdo de 2% em agua), seguido por
enxague abundante (ANVISA, 1988, 1999). Em sistemas de purificagdo de
agua, a membrana de osmose reversa pode ser imersa por 18h em solugéo
de formaldeido 1%, seguido de enxagle abundante. Formaldeido pode ainda
ser administrado como anti-séptico urinario (100 — 200 mg/L na bexiga)
(RUTALA e WEBER, 1998, KESSLER et al., 1988). A maior desvantagem do
formaldeido € a perda de atividade na presenca de matéria organica e seu
potencial carcinogénico (McDONNELL E RUSSELL, 1998, RUTALA e

WEBER, 1998).
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O alcool, na forma de solugbes, ndo apresenta atividade esporocida,
podendo inibir a germinacédo de esporos. Para reduzir populagdes de 6 logqo
de B. stearothermophilus, B. subtilis , S. aureus, E. cloacae e E. coli foi
necessaria CIM de 8,75%. Alguns microrganismos testados apresentaram
maior sensibilidade, CIM de 4,38% para S. marcescens e A. calcoaceticus.
Solucdes alcodlicas 70% sdo amplamente utilizadas na assepsia de maos,
pele, artigos e ambientes semi-criticos, mas ndo sdo empregadas em
limpezas de rotina pois danificam superficies de plastico, borracha e acrilico.
A presencga de glicerina (2%), evitando ressecamento da pele por agéo do
alcool, diminuiu a atividade do alcool. A adi¢do de iodo (1% e 10%) reduziu a
CIM para 4,38% quando em contato com E. coli e S. aureus, sendo que a
presenca de 10% de iodo reduziu a CIM do alcool para 2,19% para B. subtilis,
E. cloacae e S. aureus. Nos hospitais brasileiros solugdes de alcool 70% tem
substituido solu¢des de formaldeido e fenol para limpeza-desinfecgdo de
artigos nao-criticos e semi-criticos (DIAZ et al., 2000). Solugdes alcodlicas
também tem sido adicionadas a outros sanitizantes tais como clorexidina,
formaldeido e PVPI (polivinilpirrolidona-iodo), para prevenir a contaminagao
com bactérias Gram-negativas que estdo presentes em ambiente hospitalar e
que podem ser responsaveis pela formacdo de biofilmes, impedindo a
penetragao de agentes desinfetantes.

Alcool também pode ser empregado como anti-séptico pré-cirtrgico
em solugdes com PVPI ou clorexidina, apresentando acgéao residual (ANVISA).
TRAUMANN e colaboradores (2001) observaram que a desinfecgao das
maos com alcool, antes e apos do contato, com pacientes reduziu o

isolamento de microrganismos Gram-negativos. Apds a lavagem das méos, a
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assepsia com solucdo alcodlica representa a melhor alternativa para evitar
surtos de infeccdbes em centros de saude, e também em ambientes de
manuseio de alimentos. CONRAD (2001) verificou que o aumento do
consumo de solugdo alcoodlica em hospital suico praticamente dobrou apés
controle rigoroso da limpeza e assepsia das mé&os, diminuindo o numero de
infec¢des registradas.

O PVPI para solugcdes aquosas a concentracao inibitéria minima
determinada foi de 0,63 — 1,25%, para solugdes alcodlicas a CIM foi de
0,16% para E. coli a 1,25% para A. calcoaceticus e B. stearothermophilus. A
maior CIM encontrada foi para B. subtilis em ambas as solugdes (2,5 — 5,0%).
A incorporacao de 10% de iodo na solugéo de PVPI aumenta a eficacia anti-
bacteriana e diminui as irritagdes cuténeas. Tal solugéo é recomendada para
assepsia topica quando adicionada de detergente né&o-ibnico (lauril éter
sulfato). A solugao alcodlica é utilizada para demarcagao de campo cirurgico
(ANVISA).

Os compostos liberadores de cloro ativo (CRA), hipoclorito de soédio
(NaOCl, pH>9) e dicloroisocianurato de sodio (NaDCC, pH 7) séao
amplamente utilizados para anti-sepsia e desinfeccdo. Também sao utilizadas
para descontaminagao de superficies nao-criticas contaminadas com sangue
(RUTALA e WEBER, 1998) apesar da diminuigdo da eficacia na presencga de
matéria organica. Intervalos semelhantes de CIM foram observados para os
microrganismos testados, considerando-se a concentragao inicial de cloro
livre variando entre 8000-9000 mg/L. As cepas vegetativas mais resistentes
foram E. coli e A. calcoaceticus, com CIM em torno de 1250 mg/L, enquanto

para as cepas esporo formadoras a CIM foi 4 vezes maior, entre 4000-5000
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mg/L. O ajuste do valor de pH da solucdo de NaOCI para 7 reduziu as
concentragdes inibitérias minimas em dez vezes, devido a predominancia de
HOCI, os valores de CIM foram 150-300 mg/L para células vegetativas e 620
mg/L para células formadoras de esporos. Hipoclorito de sédio é empregado
como base de desinfetantes, apresentando um amplo espectro de atividade
antimicrobiana em temperaturas variadas. Este composto € de facil acesso,
manuseio, ndo é toxico e é compativel com detergentes. A forma néo-
dissociada, acido hipocloroso (HCIO) em agua (pH 4-7) é responsavel pela
atividade antimicrobiana dos CRAs, e é 100 vezes mais efetiva que a forma
dissociada OCI" (pH>9) (VESSONI PENNA et al, 1996, McDONNELL E
RUSSELL, 1998). Solugbes comerciais de cloro devem ser tamponadas,
favorecendo a manutengao do pH 7, e acelerando a formagao de HOCI.

As solugdes de peroxido de hidrogénio a 4% (40000 mg/L) causaram
redugdes de populagdes maiores que 8 logqo € apresentaram CIM de 0,13%
para B. subtilis , 0,25% para B. stearothermophilus. As demais cepas
testadas apresentaram resisténcia inferior.

As solugdes de &cido peracético 3% resultaram em concentragao
inibitéria minima entre 0,9-1,85% para reduzir populagdes maiores que 9log+o
de B. subtilis e células gram-negativas. B. stearothermophilus e S. aureus
apresentaram CIM de 0,45% de acido peracético.

Peréxido de hidrogénio € um agente oxidante forte, de facil manuseio e
nao toxico, sendo amplamente utilizado em itens e superficies nao-criticas.
Também é empregado no tratamento de efluentes, em industria de alimentos
e outras aplicagées. SAGRIPANTI E BONIFACINO (1997) verificaram o efeito

esporocida de solugbes de perdxido de hidrogénio em concentragbes de
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10%, pois a presenga de matéria organica ndo diminui sua atividade;
concentragoes inferiores também demonstraram efeito esporocida apés maior
tempo de exposicédo. O acido peracético também apresenta atividade biocida
em pH 2, no entanto € degradado pela presenca de matéria organica,
podendo esta solugdo ser empregada como desinfetante de artigos semi-
criticos e superficies. RUTALA e WEBER (1998) classificam o acido
peracético em solugdo com peréxido de hidrogénio (6%) e o glutaraldeido
como agentes quimicos esterilizantes, se forem empregados apds limpeza e

seguindo as normas de utilizagdo.



Tabela 2.1. Concentragéo inibitéria minima (CIM) de agentes quimicos ensaiados frente a suspensdes de bactérias estudadas.

Bactéria B. stearothermophilus ~ B. subtilis ~ A.calcoaceticus  E.cloacae E. coli S. marcescens S. aureus
mg/L % mg/L % mg/L % mg/L % mg/L % mg/L % mg/L %
Quartenarios 156 0,0156 117 0,0117 9,77 0,0010 78 0,0078 59 0,0059 59 0,0059 59 0,0059
Clorexidina * * 10000 1,0 63 0,0063 71 0,0071 71 0,0071 141 0,0141 71 0,0071
Glutaraldeido 1875 0,1875 3250 0,325 3250 0,325 3250 0,325 3250 0,325 1375 0,1375 1875 0,1875
Formaldeido 246 0,0246 235 0,0235 39 0,0039 117 10,0117 156 0,0156 58,5 0,0059 156 0,0156
Alcool 87500 8,75 87500 8,75 43750 4,375 87500 8,75 65650 6,565 43750 4,375 87500 8,75
Etanol + Glicerina * * * * 87500 8,75 87500 8,75 87500 8,75 87500 8,75 87500 8,75
Etanol + lodo 1% 87500 8,75 87500 8,75 43750 4,375 87500 8,75 43750 4,375 43750 4,375 43750 4,375
Etanol + lodo 10% - - 43750 4,375 - - 43750 4,375 - - - - 21870 2,187
Polvidine® topico 12500 1,25 50000 5,0 12500 1,25 6250 0,625 12500 1,25 6250 0,625 6250 0,625
Polvidine® - sabao 6250 0,625 50000 5,0 6250 0,625 6250 0,625 6250 0,625 6250 0,625 6250 0,625
Polvidine® alcodlico 12500 1,25 25000 2,5 12500 1,25 3125 0,3125 1560 0,156 3125 0,3125 3125 0,3125
CRA1% pH>9 4491 0,4491 4491 0,4491 867 0,0867 420 0,0420 1129 0,1129 474 0,0474 945 0,0945
CRA0,1% pH 7 621 0,0621 621 0,0621 150 0,015 150 0,015 150 0,015 150 0,015 150 0,015
Presept® 5990 0,599 5990 0,599 1123 0,1123 374 0,0374 1123 0,1123 187 0,0187 749 0,0749
H,0, 1875 0,1875 1875 0,1875 469 0,0469 1250 0,125 2505 0,250 625 0,0625 938 0,0938

Legenda: QAC- composto quartenario de aménio, H,O, - perdxido de hidrogénio; Alcool - etanol (EtOH) 70%; EtOH + I, - iodo em solugéo alcodlica; PVPI -
polivinilpirolidona iodo; CRA - composto liberador de cloro ativo; NaDCC - dicloroisocianurato de sddio; * - sem eficacia.
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2.4 CONCLUSOES

O método da concentragao inibitéria minima permite comparacdes entre os
microrganismos expostos aos mesmos agentes quimicos, mas ndo permite que as
atividades dos agentes quimicos sejam comparadas de modo analogo. A presencga
de matéria organica nos ensaios, representada pelo meio de cultivo (TSB), é
recomendada para aumentar a dificuldade de o agente quimico atuar nos
microrganismos (SATAR, 1998). A limitacdo dos ensaios de determinagdo da CIM

esta em determinar o efeito do meio de cultivo em cada um dos desinfetantes.

CIM determina uma faixa de atividade desinfetante sobre um determinado
grupo de microrganismos eleitos, e sugere qual microrganismo poderia ser
empregado como IB em cada caso especifico. Este método também é utilizado para
selecionar um agente quimico comercial que apresente melhor desempenho em
comparagao aos demais. Para que a performance de cada desinfetante seja

avaliada é importante que se estude o tempo de redugéo decimal (valor D).

A diluicdo do agente quimico até que se atinja a concentragdo bactericida
deve ser realizada com agua purificada, evitando-se contato com sujidades que
oferecam perda gradual de atividade do agente quimico ou ainda permitindo que
este se torne um veiculo de microrganismos no ambiente hospitalar. As solu¢des de
agentes quimicos devem ser mantidas fechadas, protegidas de fontes de

contaminacao.

Desinfetantes liquidos sdo empregados no mundo todo devido ao seu custo-
beneficio. Em ambiente hospitalar o agente escolhido deve ser de facil manuseio,
sem efeitos téxicos, e efetivos também em areas tais como bercgarios e outras areas

criticas, evitando contaminacéo cruzada. O mal uso de solucbes desinfetantes pode
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desenvolver resisténcia dos microrganismos patogénicos. Faz-se necessario reforcar
gue mesmo os melhores programas de limpeza, desinfec¢ao e esterilizagdo podem
promover infecgdes, caso nado sejam realizados com eficiéncia, evidenciando a
importancia de treinamentos e a implantacdo de medidas de controle e avaliacao

periddicas.
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CAPITULO I
ESCOLHA DO AGENTE ESTERILIZANTE/DESINFETANTE —

Determinagao do Tempo de Reduc¢ao Decimal (Valor D)

3.1 INTRODUGAO

Considerar um artigo ou um ambiente seguro em hospitais ou centros de
saude exige que um programa de limpeza e descontaminagao seja empregado. Tal
procedimento deve garantir a remogéo de contaminates (organicos e inorganicos)
facilitando o acesso do agente sanitizante ao microrganismo (RUTALA, 1998).

Um programa de descontaminagao tem inicio com um método de limpeza que
assegure uma diminuicdo da populagdo inicial de microrganismos viaveis
(bioburden) presentes no material ou equipamento para garantir sucesso do
processo de desinfecgao ou esterilizagao subsequente (JACOBS et al., 1998).

Agentes antimicrobianos aplicados a um material, sob determinadas
condigdes, podem ser classificados de acordo com o nivel de desinfecgdo garantido
(MANDIGAN et al., 2002; ANVISA, 1988, 1999, 2001), em: (i) anti-sépticos — agentes
quimicos que inibem crescimento microbiano, sendo nao-téxicos para tecidos vivos,
sao utilizados para descontaminacdo de maos ou para curativos em feridas
superficiais.

Em determinadas condicbes podem ser considerados desinfetantes; (ii)
desinfetantes — agentes fisicos ou quimicos que destroem ou inativam de maneira
irreversivel a maioria dos microrganismos patogénicos, nao necessariamente
esporos e todos os virus; (iii) sanitizantes — agentes quimicos empregados para

reduzir a niveis considerados aceitaveis pelos cddigos de saude publica vigentes, a
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diferenga principal entre sanitizantes e desinfetantes & que o desinfetante tem maior
capacidade de reduzir a populagdo de microrganismos patogénicos; (iv)
esterilizantes — sdo desinfetantes de alto nivel que em determinadas circunstancias
especificas garantem esterilizagdo pois removem todas as formas viaveis de
microrganismos dos objetos e superficies, e incluem remocgdo ou inativagao
permanente de virus e esporos bacterianos. Esterilizacdo é associada a total
auséncia de microrganismos viaveis, referindo-se a uma condicdo absoluta e
assegura a maior margem de seguranga quando comparada a qualquer outro
método antimicrobiano (ISO 14937, ISO 11134).

A classificacdo do nivel de desinfecgao ou de esterilizacdo de um agente
quimico depende da resisténcia do microrganismo ao processo de desinfecgao ou
de esterilizagdo, a avaliagdo da resisténcia microbiana frente a um agente
sanitizante é realizada em duas etapas, a primeira, qualitativa, determina a
concentragdo minima do agente sanitizante necessaria para reduzir a concentragao
inicial de microrganismos até valores pré-estabelecidos, a segunda etapa,
quantitativa, avalia o tempo de contato necessario entre o microrganismo testado
frente ao agente sanitizante. Este parametro de resisténcia microbiana & avaliada
pelo tempo de redugéo decimal (valor D).

Dependendo da eficacia do agente quimico testado o processo de
desinfeccdo pode ser classificado (SPAULDING, 1968) em alto nivel (podendo
apresentar atividade esterilizante), nivel intermediario (inativagdo de Mycobacterium
tuberculosis e dos tipos mais resistentes de virus), nivel baixo (diminuicdo da
populagao inicial de contaminantes). Desinfecgéo de niveis baixo e intermediario ndo

séo eficazes frente a microrganismos esporulados (PENNA et al., 2001).
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Com o objetivo de satisfazer os padrbes pré-estabelecidos, € fundamental
que se escolha um agente quimico que seja eficiente de acordo com o artigo ou area
que sera descontaminada, bem como estabelecer qual o microrganismo que
prevalece no determinado artigo ou area (CROSHAW, 1981).

A eficacia de um desinfetante ou processo de desinfeccao pode ser alterada
por: (i) limpeza prévia do material, (ii) concentragdo do desinfetante e duragdo da
aplicagao, (iii) concentragdo do desinfetante em solugéo e valor de final de pH, (iv)
temperatura durante o processo de desinfecgao.

A legislacao brasileira (ANVISA, 1988, 1999) lista os agentes quimicos e as
recomendagdes para sua aplicagdo adequada, limites seguros em relacdo a
toxicidade tolerada, e os proibidos. A legislagdo também estabelece a criagdo de
uma Comissdo de Controle de Infecgcdo Hospitalar (CCIH) e de Programas de
Controle de Infecgao Hospitalar (PCIH), e define procedimentos para minimizar as
infecgdes nosocomiais causadas pela elevada carga microbiana (bioburden) tipica
deste tipo de ambiente. No Brasil um numero inferior a 20% dos hospitais tém um
programa de controle de infeccdo hospitalar adequado (AGENCIA ESTADO ON
LINE, acessado em Janeiro de 2003).

No presente trabalho os microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens e Acinetobacter calcoaceticus foram
selecionados de acordo com a incidéncia dos surtos de infeccado hospitalar que
foram veiculados pela midia nos anos de 1996-2001 (AGENCIA ESTADO ON LINE,
acessado em Janeiro de 2003, PENNA et al., 2001) e foram avaliados quanto a
resisténcia frente aos agentes quimicos sanitizantes empregados com maior
freqiéncia em ambiente hospitalar. Além destes microrganismos foram testados

também Bacillus subtilis e Bacillus stearothermophilus por serem esporo formadores
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e serem indicadores biolégicos conhecidos para diferentes processos de
desinfecgao e esterilizagao.

O ensaio de resisténcia realizado foi a determinagédo do valor D (tempo de
redugdo decimal), os niveis de confianga eleitos foram reducdo de 6 e 12logq do
bioburden, garantindo que a probabilidade de sobrevivéncia dos microrganismos
fosse 10™" ou inferior.

O valor D ou tempo de redugéo decimal € o intervalo de tempo a temperatura
constante de tratamento para que ocorra redugdo de 90% (1 ciclo logaritmico) da
populagcdo microbiana, inicialmente presente no produto. Matematicamente, o valor
D é calculado através do inverso negativo do coeficiente angular da equacgéao da reta
calculada utilizando-se do método da regressdo linear, através dos minimos
quadrados, aplicado a regiao linear da curva de sobrevivéncia (PENNA et al., 2001,

MAZZOLA et al., 2003).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material

Os microrganismos testados foram comprados da ATCC (American Type
Culture Collection) e do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Meios de cultivo, acido peracético,
iodo, peréxido de hidrogénio e demais reagentes foram comprados da Sigma (St.
Louis, MO). Agentes quimicos testados gluconato de clorexidina, composto
quaternario de aménio, glutaraldeido, formaldeido, foram gentilmente cedidos por
Aster Produtos Médicos Ltda. (Sorocaba, SP), dicloroisocianurato de sédio (NaDCC)

foi gentilmente cedido por Johnson & Johnsons, solugdo comercial de Minncare®
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(solugcao de peroxido de hidrogénio 2,2% e acido peracético 0,45%) foi cedida por
Edwards Lifesciences Macchi, compostos liberadores de cloro ativo (CRA’s) foram
preparados a partir de solugdo comercial de hipoclorito de sddio concentrada, a
concentracao de cloro, peréxido de hidrogénio e iodo livres foram determinadas pelo

método iodométrico (BACCAN et al., 1985).

3.2.2 Preparacgao do inéculo

As culturas foram mantidas em suspensao em meio caseina soja (TSA, Difco,
Detroit, Michigan, USA) a 4°C com transferéncias semanais. Apds 24h, as culturas
desenvolvidas em TSA, a 22° C para S. marcencens, e a 35-37°C para E. cloacae,
A. calcoaceticus, E. coli, S. aureus, foram transferidas para TSB (Difco),
centrifugadas (1000g/15 min/4°C) e ressuspensas em solugdo salina. A viabilidade
das bactérias foi estimada através de cultura em profundidade em TSA, confirmando
populacdes em concentracdes maiores que 10’UFC/mL.

Culturas de esporos, desenvolvidas por 6 dias em meio de esporulagao, a
37°C para B. subtilis, e a 62°C para B.stearothermophilus, foram transferidas,
centrifugadas (1935g for 30 min, quatro vezes), a suspensao foi mantida a baixa
temperatura e em solugdo + de acetato de calcio (pH=9,7) a 4°C (PENNA et al.,
1998). A viabilidade do choque térmico (80°C/ 10 min para B. subtilis e 100°C/ 20
min para B. stearothermophilus) esporos foram obtidos através de cultura em
profundidade em TSA, confirmando populagdes em concentragdo maior que 10°

esporos/mL.
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3.2.3 Tempo de Redugédo Decimal (valor D)

Tempo de reducédo decimal (Valor D) é definido pelo intervalo de tempo
necessario para que um determinado agente quimico cause decaimento de 1 ciclo
logaritmico (1 log1o, ou 90%) em uma populagao inicial conhecida (PENNA et al.,

2001).

O ensaio de determinagao do valor D consiste na transferéncia de 1mL de
uma suspensdo de microrganismos de concentragcdo conhecida para solugéo
desinfetante teste (99 mL), mantida em agitacdo magnética constante em
temperatura ambiente (25°C). A concentragdo inicial de microrganismos (No)
submetida ao contato com agente desinfetante variou entre 10°-10® UFC/mL, os

resultados de valor D s&o plotados em grafico log UFC/mL x tempo (min).

Em intervalos de tempo regulares (1 minuto para células vegetativas e 5
minutos para esporo formadoras), 1 mL de amostra da mistura (agente sanitizante e
suspensdo de microrganismos) € transferida para 9 mL de meio de cultura (TSB
estéril) (Figura 3.1.). Em seguida o numero de microrganismos viavel & determinado
por plagueamento em profundidade em placas de Petri estéreis com meio de cultura
nao seletivos (plate count agar, PCA), antes do plaqueamento cada um dos tubos
contendo 9 mL de meio de cultura e 1 mL da mistura de agente sanitizante e

microrganismos foi diluida em solugéo fisiolégica (0,9% NaCl).

Apds o plaqueamento, as placas foram incubadas em estufa a temperatura
otima de crescimento de cada microrganismo, apos 24h o numero de unidades
formadoras de colénia (UFC)/mL foi determinado e as curvas relacionando log

UFC/mL x tempo (min) foram montadas.
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Desinfetante
microorganisme

Figura 3.1. Representacdo do ensaio de determinagdo do tempo de redugao
decimal (Valor D).

O valor D foi entao calculado pelo inverso negativo do coeficiente angular da
reta média encontrada no grafico. A equagao da reta foi determinada pelo método
dos minimos quadrados. O tempo total de exposicdo foi calculado como o

equivalente a 6 vezes o valor D (ISO 14937, USP 24).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A classificagdo do espectro de atividade para cada agente sanitizante de
acordo com o valor D de cada microrganismo testado facilita o estabelecimento de
um programa de limpeza, desinfeccdo e esterilizagdo para ambiente hospitalar
(CROSHAW, 1981, ISO 11134). E importante ressaltar que ndo ha um agente
desinfetante que possa ser utilizado em todas as situagbes, devido as
especificagdes de uso e a rotina pré-estabelecida (CROSHAW, 1981, ISO 11134).

Para facilitar o entendimento da eficacia de um determinado desinfetante e

padronizar sua utilizagdo no ambiente hospitalar os microrganismos testados sao
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aqueles mais comuns nos surtos de infeccao hospitalar e os indicadores bioldgicos
(IBs).

Os indicadores biolégicos monitoram os procedimentos de desinfeccao
através de dois parametros, valor D e populacdo inicial (N,) (PENNA et al., 2001).
Para atingir overkill dos microrganismos a exposi¢gdo aos desinfetantes parte-se da
premissa que o tratamento vai inativar o bioburden inicial (>10* UFC/mL) e garantir
seguranga adicional (ISO 11134, ISO 14937). Os valores D e o fator de seguranga
estdo na Tabela 3.1..

No geral um desinfetante deve ser capaz de reduzir 5 - 6logio bactérias
patogénicas em um periodo que varia entre 5 e 10 minutos e reduzir 3log1o bactérias
patogénicas em um periodo de 30 segundos (RUTALA, 1995). No entanto, a
eliminagcdo de esporos necessita de um tempo de exposi¢do longo e de agentes
quimicos especificos para que se atinja o intervalo de confianga necessario (redugao
de 12logo).

Células vegetativas que mostraram maior resisténcia em solugao 0,4% de
clorexidina foram E. cloacae e S. aureus, os valores D destes microrganismos foi 1,5
vezes maior que aqueles determinados para A. calcoaceticus, S. marcescens e E.
coli. Um intervalo de tempo de 3 — 4 minutos foi suficiente para reduzir 90% da
populagdo de E. coli, S. marcescens e A. calcoaceticus, redugao de 3 logo para as
cepas vegetativas foi atingida num periodo de 9 -12 minutos (Tabela 3.1.).

As cepas esporoformadoras foram expostas a solugéo de clorexidina 2%, e B.
stearothermophilus apresentou maior resisténcia (1,4 vezes maior) que B. subtilis, é
interessante ressaltar que, no geral, ndo é esperado que solugdes de clorexidina
apresentem atividade frente a células esporoformadoras, € provavel que esta

atividade esteja relacionada a inativagdao de células vegetativas presentes na
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suspensdo de esporos, ja que esta suspensdo apresenta mistura de células
vegetativas e esporos (Tabela 3.1.).

Para imersao de artigos médico e dentario invasivos os tempos de exposi¢céo
necessarios seriam: (i) 50 - 100 minutos em solugéo de clorexidina 0,4% para
reducgéo de 6-12log1o no bioburden de células vegetativas, considerando desinfecg¢ao
de baixo nivel e (ii) 80 110 minutos de exposi¢ao em solugao 2% de clorexidina para
atingir desinfeccao de alto nivel (Tabela 3.1.).

Em solugéo de formaldeido 0,5% suspensdes de B. stearothermophilus e B.
subtilis apresentaram valores D semelhantes, resisténcia duas vezes maior que A.
calcoaceticus e E. cloacae e 5 vezes maior que a resisténcia determinada para S.
marcescens, que foi a mais sensivel.

Nos hospitais brasileiros solugbes de formaldeido a 4% sao consideradas
desinfetantes de alto nivel e sdo aplicadas por 24h para a desinfec¢ao de capilares
do sistema de dialise. Para desinfecgdo de alto nivel de artigos semi-criticos
emprega-se solugéo alcodlica de formaldeido 8% ou solugao aquosa 10% por 18h.
Na desinfecgdo de baixo nivel equipamentos e artigos médicos é utilizada solugao
de formaldeido 4% por um periodo 30 minutos a 4 horas (ANVISA, 1988, 1999). A
concentracédo recomendada de formaldeido é, no geral, dez vezes mais concentrada
que a solugéo que foi testada, no entanto, a 0,5% de formaldeido houve redugéo de
12 ciclos logaritmicos (12logio) nas cepas esporoformadoras em um periodo de
tempo inferior ao recomendado pela Legislagéo Brasileira (ANVISA, 1988, 1999). B.
subtilis e B. stearothermophilus sao IBs reconhecidos e em 65 minutos sofreram
redugao de 6logqo, € em 142 minutos 12logq da populagéo inicial.

B. subtilis e B. stearothermophilus em solugdo de glutaraldeido 2%

apresentaram o mesmo tempo de reducédo decimal (D=25 min), que é 3-4 vezes
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maior que os valores D determinados para as cepas vegetativas mais resistentes (E.
coli e E. cloacae). As cepas vegetativas menos resistentes foram S. marcescens, A.
calcoaceticus e S. aureus.

Glutaraldeido € um agente quimico utilizado para desinfecgdo de nivel alto
sendo capaz de reduzir a populagdo de microrganismos esporulados, sua atividade
nao sofre alteragdo com a presenca de matéria organica e ndo reage na presenga
de materiais sintéticos e detergentes, ndo € corrosivo e ndo coagula proteinas que
estejam contaminados o material, artigo ou superficie tratada, no entanto apresenta
toxicidade e pode causar irritagdo na pele, mucosas e olhos necessitando que o
operador utilize equipamento de protecao individual (EPI). No Brasil € recomendado
que solugdes de glutaraldeido sejam empregadas por um periodo de 8-10h para
esterilizacdo (ANVISA, 1978, 1983, 1988, 1992, 1993, 1999).

Os IBs B. subtilis e B. stearothermophilus foram reduzidos em 12logqo
(esterilizagao) apos periodo de 5h de contacto, no caso de desinfecgdo de artigos
semi-criticos um periodo de 3h seria necessario para redugao de 6 logqg .

Associacdo de perdxido de hidrogénio (2,2%) e acido peracético (0,45%)
(Minncare®) foi eficaz contra microrganismos esporulados e vegetativos, sendo que
E, coli, B. subtilis e B. stearothermophilus apresentaram resisténcia 2-3 vezes maior
que as cepas mais sensiveis.

Utilizando-se solugdo de perdxido de hidrogénio (1,5%) obteve-se resultados
semelhantes aqueles obtidos para a solugdo de Minncare®, a presenca do acido
peracético, no entanto, causa reducdo de 10 vezes no valor D de B. subtilis. B.
stearothermophilus foi submetido ao contato com solugédo de perdxido de hidrogénio
26,5%, apresentando um valor D de 5 minutos (ANVISA, 1988, 1999, RUTALA,

1998).
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Minncare® é um produto que ndo apresenta odor pungente e se decompde
em subprodutos indcuos, mas € altamente corrosivo, exigindo que o operador esteja
devidamente paramentado.

As solucdes a base de cloro testadas foram hipoclorito de sédio (NaOCl) e
dicloroisocianurato de sédio (NaDCC), desinfetantes a base de cloro reagem com
matéria organica, e sua atividade antimicrobiana decai de acordo com a quantidade
de matéria organica presente, desta forma a concentragao de cloro disponivel deve
ser suficiente para agir frente aos microrganismos, mesmo que haja perda pela
presenca de matéria organica.

Para a solugao inorganica de cloro (NaOCI) o valor de pH é determinante no
espectro de agao, o acido hipocloroso (HOCI) é formado em pH 5-8 e é responsavel
pela atividade antimicrobiana (McDONNELL E RUSSELL, 1998). A forma dissociada
(OCI') predomina em pH alcalino e apresenta pouca atividade antimicrobiana, em
solugcdes mais concentradas de hipoclorito de sédio em pH>8 tornam dificil a
liberagdo dos compostos ativos (RUTALA, 1995).

O composto organico pode ser utilizado em concentragdes superiores, pois
apresenta decomposicgéao e liberagao de cloro ativo lentas. Sua maior estabilidade se
apresenta em pH~7, devido a sua estabilidade NaDCC é de facil manuseio e a
reprodutibilidade dos ensaios é simples.

Das cepas vegetativas testadas A. calcoaceticus e E. coli foram as mais
resistentes a NaDCC 0,1%, S. marcescens, E. cloacae e S. aureus apresentaram
valores D semelhantes e foram as mais sensiveis. B. subtilis. B. stearothermophilus
necessitaram de 4 minutos para decairem 1 ciclo logaritmico frente a NaDCC 0,2%.

Os valores D para os microrganismos vegetativos frente a solugao de

hipoclorito de sodio 0,025% (pH~7) variaram entre 4,7 — 7,5 minutos para E. cloacae
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e E. coli, estes valores sdo semelhantes aos obtidos para a exposi¢cédo a solugdo de

0,1% de NaDCC.
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Tabela 3.1. Tempo de reducédo decimal (valores D) para as bactérias estudadas
frente as diferentes solugdes de agente quimicos.

concentragcdes dos agentes quimicos, numero de sobreviventes e valores D.

Estao

relacionadas as

Concentracéo de . 1 %=nxD 2%=nxD
Solugdo Desinfetante Bactéria Desinfetante Sobr(l-:vwentes V(?:)i;;) ®n=6-log,, N=12-logso
(%) (mglL) egn (min) (min)
2— A. calcoaceticus 0,1 1000 -0,17t 5,9 35,4 70,8
1] E. cloacae 0,1 1000 -0,21t 4,7 28,2 56,4
%_ E. coli 0,1 1000 -0,17t 5,9 354 70,8
5’ S. aureus 0,1 1000 -0,20t 5 30 60
8 S. marcescens 0,1 1000 -0,23t 4,3 25,8 51,6
g . stearothermophilus 0,2 2000 -0,22t 4.4 26,6 53,3
B. subtilis 0,2 2000 -0,26t 3,8 22,5 45
o _
Eos E. coli 0,05 500 -0,16t 6,1 36,4 72,9
9 8 ~N . stearothermophilus 0,05 500 -0,106t 9,4 56,4 112,8
O »m % B. subtilis 0,05 500 -0,097t 10,3 61,8 123,6
8 LéJ [} . stearothermophilus 0,1 1000 -0,28t 3,5 20,9 41,8
T B. subtilis 0,1 1000 -0,31t 3,2 19,2 38,3
w -
o S A. calcoaceticus 0,025 250 -0,16t 6,2 37,3 74,6
,9 n E. cloacae 0,025 250 -0,13t 7,5 44,8 89,6
4 E E. coli 0,025 250 -0,13t 7,5 45,1 90,1
9 - S. aureus 0,025 250 -0,21t 4,7 27,9 55,8
8 g S. marcescens 0,025 250 -0,149t 6,7 40,1 80,2
a0 . stearothermophilus 0,025 250 -0,041t 24 144 288
O B. subtilis 0,025 250 -0,048t 20,6 123,6 247,2
o] ,
o A. calcoaceticus 2 20000 -0,21t 4,7 28,2 56,4
'-éJ = E. cloacae 2 20000 -0,15t 6,7 40,2 80,4
3:1 'F E. coli 2 20000 -0,14t 7.1 42,6 85,2
E(i T S. aureus 2 20000 -0,17t 59 35,4 70,8
|5 a S. marcescens 2 20000 -0,20t 5 30 60
| . stearothermophilus 2 20000 -0,04t 25 150 300
o B. subtilis 2 20000 -0,04t 25 150 300
a __
g ‘:; A. calcoaceticus 0,5 5000 -0,19t 5,2 31,2 62,4
Zo E. cloacae 0,5 5000 -0,22t 4,5 27 54
s :E_ S. marcescens 0,5 5000 -0,48t 2,1 12,6 25,2
% 5’ . stearothermophilus 0,5 5000 -0,10t 10,9 65,4 130,8
'S B. subtilis 0,5 5000 -0,13t 11,8 70,8 141,6




E A. calcoaceticus 0,4 4000 -0,24t 4.1 24,6 49,2
:{ E. cloacae 0,4 4000 -0,12t 8,3 49,8 99,6
% I~ E. coli 0,4 4000 -0,34t 3 18 36
< © S. aureus 0,4 4000 -0,17t 5,9 354 70,8
& S. marcescens 0,4 4000 -0,25t 4 24 48
9 B. stearothermophilus 2 20000 -0,11t 9,1 54,6 109,2
O B. subtilis 2 20000 -0,15t 6,7 40,2 80,4
:Ié_ A. calcoaceticus 1 10000 -0,30t 3,4 20,4 40,8
- E. cloacae 1 10000 -0,29t 3,5 21 42
mld:J = E. coli 1 10000 -0,15t 6,7 40,2 80,4
< N S. aureus 1 10000 -0,25t 4 24 48
% S. marcescens 1 10000 -0,28t 3,6 21,6 43,2
Zz B. stearothermophilus 1 10000 -0,11t 9,1 54,6 109,2
= B. subtilis 1 10000 -0,17t 5,9 354 70,8
Lo
o E a E. cloacae 1,5 15000 -0,56t 1,8 10,8 21,6
Q@™ E. coli 1,5 15000 -0,31t 3,2 19,2 38,4
3 o ; S. aureus 1,5 15000 -0,30t 3,4 20,4 40,8
% og B. stearothermophilus 26,5 265000 -0,21t 4,7 28,2 56,4
o T B. subtilis 1,5 15000 -0,02t 55,2 331,2 662,4
Legenda

" Curva de sobrevivéncia: log N = log No-1/D x t; N,= bioburden ; N«= populagdo sobrevivente.
2t=nxD, em que: t=tempo de exposigdo total (min); n = log,, ciclos reduzidos

*t=n*Den= 6-logyo, t= tempo de exposigao para redugéo de 6-logso no bioburden (N,)
‘t=n*Den= 12-logo, t=tempo de exposicéo para redugéo de 12-log10 no bioburden (N,)
SMINNCARE = 0.45 % acido peracético + 2.2 % peroxido de hidrogénio
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3.4 CONCLUSOES

Um processo de desinfecgao eficaz depende da selecao correta de agentes
quimicos em associagdo com um procedimento adequado de aplicacdo. E
necessario portanto, que sejam compreendidas as necessidades especificas de um
determinado artigo, ambiente, superficie bem como as caracteristicas dos agentes
quimicos a serem empregados.

Este estudo estabelece que as suspensdes estudadas s&o indicagdo da
eficacia de desinfecgao recomendada pela legislagdo (ANVISA, 1988, 1999), mas os
resultados podem variar de produto para produto.

Para desinfeccdo de maos clorexidina pode ser utilizada, pois apresentou
valores D baixos. Para desinfeccdo de nivel intermediario de equipamentos e
instrumentos recomenda-se a utilizagdo de NaDCC, devido a estabilidade e baixo
efeito corrosivo para equipamentos e materiais. Para itens criticos solugbes de
peroxido de hidrogénio e acido peracético podem ser empregadas. Glutaraldeido,
apesar de muito aceito para processos esterilizantes, tem eficacia comparavel a
solucdes de formaldeido, e ambas podem ser aplicadas por periodos inferiores do
que se recomenda.

O efeito esperado das formulagdes demonstra que os agentes testados
podem ser recomendados para desinfeccdo, mas € necessario que sejam
estabelecidas rotinas de limpeza, desinfeccdo e esterilizacdo de acordo com o

produto, area ou artigo a ser tratada.
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CAPITULO IV
IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS EM AGUA POTAVEL E PURIFICADA
DURANTE O MONITORAMENTO DE SISTEMA DE PURIFICAGAO DE AGUA

4.1 INTRODUGAO

A 4gua é um dos elementos mais importantes e indispensaveis na
manutengcdo da vida na Terra e renovagédo celular, representa 70% do corpo
humano, & parte dos tecidos corporais, transporte de diversas substancias através
do organismo. Apesar disso as reservas naturais de agua estdo sendo cada vez
mais poluidas, veiculando doencas e ameacando a vida de populacdes inteiras
(SABESP on line, acessado em Julho de 2002).

Agua é essencial também nas indUstrias farmacéuticas, em hospitais e
centros de saude, na preparacdo e administragdo de medicamentos e outros
produtos relacionados a saude. Na maioria dos casos, a agua € incorporada ou
utilizada durante o processamento, ou ainda € utilizada na limpeza e higenizacao de
ambientes e equipamentos.

Potabilidade n&o assegura que a agua possa ser empregada em instalagdes
industriais, equipamentos, preparacao de medicamentos e alimentos, cosméticos, ou
ainda que seja utilizada para desinfecgao e esterilizagdo de ambientes em hospitais,
bercarios e outros centros de saude. Por este motivo toda planta industrial de
produtos farmacéuticos e outros produtos relacionados com saude devem ser
capazes de produzir agua tratada ou de consumir agua tratada de uma fonte
confiavel, e que atenda os requisitos estabelecidos de acordo com o que esta sendo

produzido. Além disso, € importante que haja controle rigoroso na estocagem e
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distribui¢do interna da agua, esse procedimento deve garantir suprimento de acordo
com o volume necessario e com a qualidade em cada ponto de distribuic&o.

Agua purificada é obtida a partir da agua potavel, através de um sistema de
purificacdo de agua e o produto final deve estar de acordo com os padrbes
determinados pelo Ministério da Saude (ANVISA, 1978) e ser validada (USP24),
segundo o quadro abaixo.

Quadro 4.1. Padrao de qualidade de agua purificada e agua para injecao (water for
injection — WFI)

Agua Purificada | Agua para Injegédo
Condutividade < 1,3 uS/ecm (25°C) | < 1,3 uS/cm (25°C)
Concentragéo de Carbonos Totais (TOC) < 0,5 ppm < 0,5 ppm
Bactéria 100 CFU/mL 10 CFU/mL
Endotoxina Nao especificada < 0,25 EU/mL

Um sistema de purificagdo de agua que armazena, estoca e circula produto
final purificado € susceptivel a formacao de biofiimes de microrganismos que
representa uma fonte indesejavel de microrganismos e endotoxinas. O biofilme
alberga microrganismos e dificulta a acdo de agentes quimicos sanitizantes, além de
aumentar os niveis de TOC, estas contaminagdes afetam todo o processo de
fabricacdo de uma industria farmacéutica ou de ambiente hospitalar, portanto os
sistemas de purificagdo de agua necessitam de desinfecgdo e sanitizagao
periddicas, assegurando a qualidade microbiolégica da agua, ou seja 500 UFC/mL
em agua potavel, 100 UFC/mL em agua purificada, 10 UFC/mL de agua para injegao
(water for injection - WFI), os limites de endotoxinas sdo estabelecidos em <1,0
unidade de endotoxina (UE)/mL de agua purificada, <0,5 UE/mL de WFI e <0,25
UE/mL de agua estéril (USP24). Nao ha especificagdo dos niveis tolerados de
microrganismos Gram-negativos nao fermentadores, tais como Pseudomonas sp.,
que sdo uma das principais causas da formagcdo de Dbiofilmes

(SCHRECKENBERGER et al., 1999).
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Durante o funcionamento de um sistema de tratamento de agua, os objetivos
do presente trabalho s&o: (i) monitorar cada estagio do tratamento, (ii) caracterizar e
identificar os microrganismos isolados em cada etapa, (iii) avaliar a concentragao
inibitéria minima dos agentes sanitizantes testados, frente aos microrganismos
isolados e as cepas padrao, que serao a referéncia do estudo. Os agentes quimicos
empregados no sistema com objetivo de acerto de pH, ou como declorinates

também seré&o testados para avaliar sua influéncia nos microrganismos identificados.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material

Os microrganismos selvagens isolados e testados foram: Pseudomonas
picketti;, Pseudomonas diminuta; Flavobacterium aureum; Pseudomonas
fluorescences; Acinetobacter Iwoffii; Pseudomonas alcaligenes e P. aeruginosa.

Os agentes quimicos testados foram selecionados de acordo com seu
emprego nas etapas de purificacdo da agua. Foram eles: acido citrico 0,5%; acido
cloridrico 0,5%; alcool etilico 70%:; bissulfito de sédio 0,5%; hidroxido de sodio 0,5%;
hipoclorito de sédio 0,5% (em diversos valores de pH: 7,1; 8,5 e 11) e solugao
comercial de peroxido de hidrogénio 2,2% e acido peracético 0,45% (PENNA, et al.

2002).

4.2.2 Métodos

Amostras de agua de treze pontos de distribuicdo (Figura 4.1.) foram
analisadas em triplicata, as amostras foram filtradas em filtro de purificagdo USFilter

(Warrendale, PA, EUA). Antes da amostragem os pontos foram limpos com solugao
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de alcool 70%, em seguida a valvula foi mantida aberta por 1 minuto, e entdo as
amostras foram colhidas em sacos de polietileno (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Os microrganismos foram isolados e em seguida identificados através de
prova de indol, oxidase, coloragdo de Gram, kit de identificagdo BBL Crystal e
api20ONE (bioMérieux, Marcy [I'Etoile, Fr) (ANVISA, 2001, MOOLENAOR E

CRUTCHER, 2000, SCHRECKENBERGER et al., 1999).

Sistema de agua purificada;

Reservatdrio de dgua - Sabesp
¥

Filtras multimeaios

L

Abra nd_z_udarcs
L)

Filtro de carvéo
L}

Fiftro de 5 micra
¥

Osmase

" - 1
Tangue de éaua purificada

¥
3 filtros de 0,05 micra ¢

Loop de distribuicso /Lampada UV -

¥
Pontos de uso

Figura 4.1. Fluxograma do sistema de tratamento de agua estudado, com os treze
pontos de amostragem representados.

A determinagédo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para cada agente
quimico foi realizada utilizando-se o método classico de diluicdo sucessiva. Em doze
tubos com rosca (10 x 100 mm) numerados distribui-se 1mL de meio de cultura TSB
(trypit soy broth) para cada tubo exceto para o tubo numero 1. Autoclava-se os

tubos sob pressdo constante e temperatura de 121° C. Para o primeiro e o segundo
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da série adicionar 1 mL da solugdo do agente quimico sanitizante em teste, agitar o
tubo 2 e transferir 1 mL para o tubo 3. Repetir a transferéncia sucessiva até o tubo
11. Adiciona-se em todos os frascos exceto para o de numero 11 o in6culo
(microrganismo em teste) em um volume de 0,1 mL e concentracdo conhecida.
Incubar a temperatura 6tima de crescimento por 24 e 48h. Proceder a leitura, o CIM
é o tubo de maior diluicdo onde se verifica a auséncia de crescimento bacteriano.
Os tubos 11 e 12 sdo os controles positivo (TSB + inoculo) e negativo (TSB +

antimicrobiano) (PENNA et al., 2001, MAZZOLA et al., 2003).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos treze pontos amostrados foram isoladas 78 coldnias, com diferentes
aspectos. Todas as colénias foram confirmadas como sendo bactérias néao-
fermentadoras e Gram-negativas. Apds isolamento as bactérias foram identificadas
como pertencentes aos géneros Pseudomonas, Acinetobacter e Flavobacterium,
todas consideradas patdgenos oportunistas comuns em solos, aguas, plantas,
animais e material organico em decomposig¢ao. Estes microrganismos também sao
encontrados com frequéncia em sistemas de tratamento de agua, demonstrando
serem adaptaveis a ambientes com pouco nutriente e em temperaturas que podem
variar de 4 a 42°C (SCHERECKENBERGER et al., 1999). De acordo com os kits de
identificagdo os microrganismos isolados estédo listados no Tabela 4.1.

Apoés a identificagdo os microrganismos isolados in house foram testados
frente aos agentes quimicos empregados no sistema de purificagdo de agua

(Quadro 4.2).
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Tabela 4.1.: Microrganismos isolados nos treze pontos de amostragem apéds
identificacdo em quantidade e porcentagem (%) do total.

Microrganismos

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas picketti
Pseudomonas vesiculares
Pseudomonas diminuta
Flavobacterium aureum
Pseudomonas fluorescens
Acinetobacter Iwoffii
Pseudomonas putida
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas paucimobilis
Flavobacterium multivorum

Contagem Total

UFC/mL % de identificagéo
25 32.05
18 23.08
10 12.82
09 11.54
05 6.42
04 5.13
02 2.56
02 2.56
01 1.28
01 1.28
01 1.28
78 100.0

A concentragao inibitéria minima foi determinada e os resultados expressos

em valor de porcentagem e concentragao mg/L e estdo expressos no Quadro 4.2.

Quadro 4.2: Agente quimico, concentragédo (%), valor de pH, ponto de aplicagao,
tempo de contato e fung¢ao no sistema de purificagao de agua.

. Concentragao . Tempo de Funcgéo no
Agente Quimico o pH Ponto de Aplicagao Contato .
(%) (min) Sistema
Peroxido de hidrogénio | 5,445 | 54 | Osmosereversae 180 Desinfetante
e acido peracético deionizagao
Alcool etilico 70,0 7,2 | Pontos de amostragem 1 Desinfetante
Tanque de
Hipoclorito de sédio 0,5 11,9 | armazenamento e loop 60 Desinfetante
de distribuigado
Filtros multimeios,
Bissulfito de sodio 1,0 4.0 abrandadores, filtro de 90 Declorinacéo
carvao
Hidréxido de sédio 0,4 12,8 do.s”?°sefe"ers? © 30 Ajuste de pH
eionizagdo continua
Acido citrico 0,5 2,4 Osmose reversa 30 Ajuste de pH
Acido cloridrico 0,5 0,3 Deionizagao 30 Ajuste de pH

P. aeruginosa demonstrou maior CIM frente a solucao de alcool etilico 70%,

sendo duas vezes maior que a concentracao inibitéria minima encontrada para B.
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subtilis e B. stearothermophilus (8,75%) reportados por PENNA e colaboradores
(2001), este resultado enfatiza a importancia da validagao de sistemas de tratamento
de agua.

TRAUMANN et al., (2001) ndo obteve resultados aceitaveis por cloragdo ou
filtracdo para eliminagdo de P. aeruginosa, no entanto em ambiente hospitalar os
mesmos autores ndo isolaram este microrganismos das maos da equipe quando
higenizadas com solugéo de alcool 70% antes e depois de contato com o paciente.

Frente a solugbes de hipoclorito de sodio (0,5%, pH 12) todos os
microrganismos testados apresentaram a mesma CIM (0,25%). De acordo com
PENNA et al., (2001) E. coli apresentou CIM equivalente a 0,156%, equivalente a
metade do que foi determinado para P. aeruginosa. Este resultado reforgca a
necessidade de haver controle de contaminates Gram-negativos em aguas, mesmo
que cloradas, de piscinas, encanamentos. E importante que se estabeleca um
procedimento adequado, bem como tempo e concentragéo ideal do agente clorado
para aumento da eficiéncia do sistema de desinfecgéo.

A determinagdo da CIM da associagdo de acido peracético (0,45%) e
perdxido de hidrogénio (2,2%) (Minncare®) resultou em 0,11 — 0,55% de perdxido de
hidrogénio para P. aeruginosa, P. picketti, F. aureum e A. Iwoffii. Os demais
microrganismos apresentaram CIM duas (P. diminuta), quatro (P. alcaligenes) e oito
(P. fluorescences) vezes menores.

P. fluorescens e P. alcaligenes foram as cepas mais sensiveis frente a
hidroxido de sodio (0,4%, pH 12,8), com concentragao inibitéria minima de 0,15%. A
principal funcdo deste agente quimico no sistema é ajuste de pH da agua
proveniente do sistema de osmose reversa e deionizagdo continua, mas apresenta

atividade antimicrobiana, como fica demonstrado pelos ensaios realizados.
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Acido citrico (0,5%, pH 12,8) é empregado como agente quimico para ajuste
de valor de pH na osmose reversa e da agua que é empregada na limpeza antes da
utilizacdo da solugcdo de acido peracético e peréxido de hidrogénio. Dentre os
microrganismos testados o mais resistente foi P. picketti (CIM 0,5%) e a mais
sensivel foi A. Iwoffii (CIM 0,06%).

Acido cloridrico (0,3%, pH 3) também faz parte dos agentes quimicos
utilizados no sistema de tratamento de agua para ajuste de pH, no entanto exerce
alguma atividade antimicrobiana, A. Iwoffii (CIM 0,039%) sendo a menos resistente e
P. fluorescens (CIM 0,078%) a mais resistente.

P. aeruginosa néao foi afetada pelo contato com hidroxido de sddio, acido
citrico e acido cloridrico, e mesmo essas solu¢gées tendo como principal fungao
ajustes no sistema, ha sempre atividade antimicrobiana relacionada.

Bissulfito de sodio (0,5%, pH 4) tem a fungdo de declorinar a agua para
preservar os filtros multimeios, também é empregado nos abrandadores e nos leitos
de carvao ativo, seu contato com os microrganismos testados resultou em CIM de

0,0078% em todos os casos.
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Tabela 4.2. Valores de concentragao inibitéria minima para os principais microrganismos isolados e identificados no sistema de
tratamento de agua frente a agentes quimicos empregados em diversas etapas da purificagdo da agua.

Pseudomonas  Pseudomonas  Pseudomonas  Flavobacterium  Acinetobacter
Bactéria aeruginosa diminuta picketti aureum Iwoffii

Agente (mg/L ou %) mg/L % mg/L % mg/L % mg/L % mg/L %
Acido citrico 2500 0,25 2500 0,25 5000 0,5 2500 0,25 600 0,06
Acido cloridrico 1560 0,16 1560 0,16 3125 0,31 1560 0,16 390 0,03
Bissulfito de Sédio 780 0,078 780 0,078 780 0,078 780 0,078 780 0,07
Etanol 175000 17,5 87500 8,75 87500 8,75 87500 8,75 87500 8,75
Hidréxido de Sédio 3000 0,3 1500 0,15 3000 0,3 3000 0,3 4000 0,4
Hipoclorito de Sédio 2500 0,25 2500 0,25 2500 0,25 2500 0,25 2500 0,25

Peroxido de Hidrogénio +

5000 0,50 2500 0,25 5000 0,50 5000 0,50 5000 0,50

Acido Peracético
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4.4 CONCLUSOES

Agua utilizada em centros de saude e industrias farmacéuticas deve ser
analisada periodicamente como medida preventiva contra a contaminacao por
microrganismos, facilitando assim melhorias no sistema de tratamento e purificagao
de agua.

Andlise de agua para bactérias heterotréficas, incluindo Pseudomonas, é
valida para a prevencédo da formacao de biofilme e redugdo da concentragao de
pirogénio.

Muitos tipos de superficie podem albergar biofilme, no sistema de purificagao
de agua quase todas as superficies estdo sujeitas a este problema. Superficies
porosas encontradas nas resinas de deionizacdo e nas membranas de osmose
reversa constituem uma oportunidade excelente de armazenamento de matéria
organica e bactérias que vao iniciara formagao de biofilme. Agentes clorados nao
sao eficazes na remocao de biofilme, mas sdo muito eficazes para manter o nimero
de microrganismos baixo nos tanques de armazenamento e no /oop de distribuicdo
de agua. Peroxido de hidrogénio e outros agentes quimicos que contém peroéxidos e
acido peracético na sua composigao sdo muito efetivos na prevencéo e remogéao de
biofilmes em um periodo curto de exposigcéo (1 - 2 minutos), e ndo s&o corrosivos.

Esta pesquisa enfatiza a necessidade de monitoramento continuo do sistema
de purificagdo de agua, incluindo a avaliacdo da remogao efetiva das bactérias
Gram-negativas nao fermentadoras, com atencéo especial para Pseudomonas sp
que apresentou resisténcia elevada frente aos agentes quimicos testados. Uma das
alternativas para a melhoria do efeito dos agentes quimicos empregados na limpeza

e sanitizacao seria 0 aumento do tempo de exposicdo ao agente quimico.
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Hipoclorito de sodio 0,5% foi eficiente na redugcdo da populagdo de
microrganismos (6logqo) apos 18h de contato. Como todos os microrganismos
testados apresentaram mesmo valor de concentragdo inibitéria minima o tempo de
contato de 60 minutos desta solugdo com o tanque de abastecimento de agua talvez
devesse ser aumentado para minimizar o numero de microrganismos que sao
introduzidos inicialmente no sistema.

No loop de distribuicdo de agua o tempo de contato com hipoclorito de sédio
deveria ser maior para minimizar o numero de microrganismos que chegariam aos
pontos de consumo. Alternativamente, o loop de distribuicdo poderia ser sanitizado
com acido peracético e perdxido de hidrogénio, e em seguida sanitizado com NaOCI
para prevenir a sobrevivéncia de microrganismos viaveis. Deste modo o tempo de
contato dos agentes sanitizantes com os diferentes pontos do sistema deveriam ser
revistos, visando a melhor utilizacdo dos mesmos.

A aplicagdo da solugdo de acido peracético e peréxido de hidrogénio nas
membranas de osmose reversa exige maior tempo de contato desta solugdo nas
colunas de deionizagdo (ponto anterior do sistema, ver Figura 4.1.) onde ha
contagem elevada de microrganismos.

Hidréxido de sodio, acido cloridrico e acido citrico sdo empregados como
adjuvantes quimicos no sistema, com a fung¢do principal de acerto de valor de pH,
nas concentragcbes empregadas ndo € esperada atividades antimicrobiana, no
entanto alguma atividade foi reportada.

Lavar os reservatorios de agua, colunas de deionizagdo, membranas de
osmose reversa e sanitizar os circuitos de distribuicdo sdo medidas determinantes

na garantia da qualidade do produto final.
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CAPITULO V

DETERMINAGAO DA RESISTENCIA DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
FRENTE A DIFERENTES AGENTES SANITIZANTES EMPREGADOS NO
SISTEMA DE PURIFICAGAO DE AGUA

5.1 INTRODUGAO

Agua é um dos elementos mais importantes na industria farmacéutica, sendo
empregada como excipiente, na reconstituicdo de produtos, sintese, na producdo ou
produto final e ainda na limpeza de equipamentos, ambientes e no processo de
embalagem (EPEA, 2002). Agua purificada também ¢é utilizada com freqiiéncia como
componente principal em varias solugbes farmacéuticas e desinfec¢cdo de artigos
semi-criticos em ambiente hospitalar e centros de saude, ainda é o componente
principal em solugdes de didlise peritoneal, nutricdo enteral (inclusive para recém-
nascidos).

Diferentes niveis de qualidade de agua sédo necessarios de acordo com a
utiizagcdo, deste modo, é importante que seja feito um controle de qualidade
rigoroso, especialmente microbiologicamente. O papel fundamental exercido pela
agua justifica o volume de recursos destinados ao desenvolvimento e manutengao
do sistema de purificagdo de agua.

Por este motivo toda planta industrial de produtos farmacéuticos e outros
produtos relacionados com saude devem ser capazes de produzir agua tratada ou
de consumir agua tratada de uma fonte confidvel, e que atenda os requisitos
estabelecidos de acordo com o que esta sendo produzido. Além disso, € importante
que haja controle rigoroso na estocagem e distribuicdo interna da agua, esse
procedimento deve garantir suprimento de acordo com o volume necessario e com a

qualidade em cada ponto de distribuic&o.
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Agua potavel pode ser empregada em sinteses quimicas e nos estagios
iniciais de limpeza na linha de produgcdo da industria farmacéutica, salvo
recomendacao contraria que exija maior grau de pureza da agua. Agua para injecdo
é utilizada para a preparagao de medicamentos para administracao parenteral tanto
na diluicdo quanto como veiculo. Agua purificada é empregada na limpeza de
equipamentos médicos antes da esterilizagdo e preparacdo de medicamentos que
nao exijam agua apirogénica ou estéril.

Agua purificada é obtida através da purificagdo de agua proveniente de pogos
artesianos e de fontes de agua potavel. O sistema de purificacao de agua consiste
de uma série de operagdes unitarias (ver fluxograma, Figura 1) que atendem aos

requisitos estabelecidas (ANVISA, 1978, 1990).

Sistema de agua purificada:
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Figura 5.1. Fluxograma do sistema de tratamento de agua estudado, com os treze
pontos de amostragem representados.

Sistemas de purificagdo de agua devem ser validados de acordo com a
Farmacopéia Americana (USP 24) (ver Quadro 5.1.), evitando a formagao de

pirogénio. O padrao bacteriolégico exige que a concentragdo de unidades de
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endotoxina (EU/mL) seja menor ou igual a 1 para que o padrao de esterilidade seja
atingido antes da autoclavacéo.

Quadro 5.1. Padrao de qualidade de agua purificada e agua para injecao (water for
injection — WFI)

Agua Purificada | Agua para Injegéo
Condutividade < 1,3 yS/em (25°C) | < 1,3 uyS/cm (25°C)
Concentragdo de Carbonos Totais (TOC) < 0,5 ppm < 0,5 ppm
Bactéria 100 CFU/mL 10 CFU/mL
Endotoxina N&o especificada < 0,25 EU/mL

Um sistema de purificagcdo de agua que armazena, estoca e circula produto
final purificado é susceptivel para formagdo de biofilmes de microrganismos que
representa uma fonte indesejavel de microrganismos e endotoxinas. O biofilme
alberga microrganismos e dificulta a acao de agentes quimicos sanitizantes, além de
aumentar os niveis de TOC, estas contaminagdes afetam todo o processo de
fabricacdo de uma industria farmacéutica ou de ambiente hospitalar, portanto os
sistemas de purificagdo de agua necessitam de desinfecgdo e sanitizagao
periddicas, assegurando a qualidade microbiolégica da agua, ou seja 500 UFC/mL
em agua potavel, 100 UFC/mL em agua purificada, 10 UFC/mL de agua para inje¢cao
(water for injection - WFI), os limites de endotoxinas sdo estabelecidos em <1,0
unidade de endotoxina (UE)/mL de agua purificada, <0,5 UE/mL de WFI e <0,25
UE/mL de agua estéril (USP24). Nao ha especificagdo dos niveis tolerados de
microrganismos Gram-negativos ndo fermentadores, tais como Pseudomonas sp.,
que sdo uma das principais causas da formagcdo de biofilmes
(SCHRECKENBERGER et al., 1999).

O biofilme aumenta a carga microbiana presente no sistema e contribui para o
aumento no numero de particulas, microrganismos e nivel de carbonos totais (TOC).

Contaminagdo pode comprometer todo o processo produtivo na industria
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farmacéutica e por isso deve haver controle e monitoramento microbioldgico de todo
processo para satisfazer os parametros de qualidade microbioldgica (USP 28).

Para bactérias fermentadoras Gram-negativas em agua potavel os padrées
determinam que o numero de unidades formadoras de colonia (UFC)/mL deve ser
inferior a um em 100 mL. As leis brasileiras (ANVISA, 1978, 1990) e a normatizagao
internacional (USP 24) ndo esclarecem os niveis aceitaveis de bactérias
fermentadoras Gram-negativas, tais como Pseudomonas, que representam a maior
fonte de formacdo de Dbiofilmes e endotoxinas em &gua purificada
(SCHRECKENBERGER et al., 1999).

O objetivo desta pesquisa € analisar a resisténcia de microrganismos isolados
de um sistema de purificagdo de agua (microrganismos denominados in house, para
facilitar a compreensao), e comparar com a resisténcia de microrganismos padréo,
avaliando se o regime de desinfeccdo empregado atualmente no sistema de
purificacao de agua é eficaz frente aos microrganismos estudados, enfatizando as

implicagdes da validagao microbioldgica do processo.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material

O artigo anterior (PENNA et al., 2002) reporta os microrganismos isolados e
identificados nos treze pontos de amostragem (Figura 5.1) do sistema de purificagao
de agua. Os microrganismos selvagens isolados e testados foram: Pseudomonas
picketti;, Pseudomonas diminuta; Flavobacterium aureum; Pseudomonas
fluorescences; Acinetobacter Iwoffii; Pseudomonas alcaligenes e P. aeruginosa
(PENNA, et al. 2002). Os microrganismos padrdo escolhidos para efeito de

comparagao foram: Pseudomonas diminuta ATCC 11568, Pseudomonas alcaligenes
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INCQS, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Pseudomonas fluorescens ATCC
3178, Pseudomonas picketti ATCC 5031, Bacillus subtilis ATCC 937 e Escherichia
coli ATCC 25922.

Os agentes quimicos testados foram selecionados de acordo com seu emprego
nas etapas de purificagdo da agua. Foram eles: acido citrico 0,5%; acido cloridrico
0,5%; alcool etilico 70%; bissulfito de sodio 0,5%; hidréxido de sodio 0,5%;
hipoclorito de sédio 0,5% (em diversos valores de pH: 7,1; 8,5 e 11) e solugao
comercial de peréxido de hidrogénio 2,2% e acido peracético 0,45% (Quadro 5.2.)
(PENNA, et al. 2002).

Quadro 5.2.: Agente quimico, concentragado (%), valor de pH, ponto de aplicagao,
tempo de contato e fung¢ao no sistema de purificagao de agua.

. Concentragao o Tempo de Funcéo no
Agente Quimico o pH Ponto de Aplicagao Contato :
(%) (min) Sistema
Perdxido de hidrogénio | 5,4 45 | o4 | Osmosereversae 180 Desinfetante
e acido peracético deionizagao
Alcool etilico 70,0 7,2 Pontos de amostragem 1 Desinfetante
Tanque de
Hipoclorito de sédio 0,5 11,9 | armazenamento e loop 60 Desinfetante
de distribuicao
Filtros multimeios,
Bissulfito de sddio 1,0 4,0 abrandadores, filtro de 90 Declorinagao
carvao
Hidréxido de sodio 0,4 12,8 dqsm.ose_re"ers? © 30 Ajuste de pH
eionizagdo continua
Acido citrico 0,5 2,4 Osmose reversa 30 Ajuste de pH
Acido cloridrico 0,5 0,3 Deionizagéo 30 Ajuste de pH

5.2.2 Métodos

Amostras de agua de treze pontos de distribuicdo (Figura 5.1) foram

analisados em triplicata, e as amostras foram filtradas em filtro de purificagao
USFilter (Warrendale, PA, EUA). Antes da amostragem os pontos foram limpos com

solugdo de alcool 70%, em seguida a valvula foi mantida aberta por 1 minuto, e
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entdo as amostras foram colhidas em sacos de polietileno (Millipore, Bedford, MA,

EUA).

5.2.3 Tempo de Redugao Decimal (valor D)

Tempo de reducdo decimal (Valor D) é definido pelo intervalo de tempo
necessario para que um determinado agente quimico cause decaimento de 1 ciclo
logaritmico (1 log1o, ou 90%) em uma populacao inicial conhecida (PENNA et al.,

2001).

O ensaio de determinacéo do valor D consiste na transferéncia de 1mL de
uma suspensdo de microrganismos de concentragdo conhecida para solugéo
desinfetante teste (99 mL), mantida em agitagdo magnética constante em
temperatura ambiente (25°C). A concentragdo inicial de microrganismos (No)
submetida ao contato com agente desinfetante variou entre 10°-10° UFC/mL, os

resultados de valor D séo plotados em gréfico log UFC/mL x tempo (min).

Em intervalos de tempo regulares (1 minuto para células vegetativas e 5
minutos para esporo formadoras), 1 mL de amostra da mistura (agente sanitizante
e suspensao de microrganismos) € transferida para 9 mL de meio de cultura (TSB
estéril). Em seguida o numero de microrganismos viavel € determinado por
plagueamento em profundidade em placas de Petri estéreis com meio de cultura
nao seletivos (plate count agar, PCA), antes do plagueamento cada um dos tubos
contendo 9mL de meio de cultura e 1 mL da mistura de agente sanitizante e

microrganismos foi diluida em solugao fisioldgica (0,9% NaCl).

Apds o plagueamento, as placas foram incubadas em estufa a temperatura

6tima de crescimento de cada microrganismo, apos 24h o numero de unidades
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formadoras de col6nia (UFC)/mL foi determinado e as curvas relacionando log

UFC/mL x tempo (min) foram contruidas.

O valor D foi entdo calculado pelo inverso negativo do coeficiente angular
da reta média encontrada no grafico. A equagdo da reta foi determinada pelo
método dos minimos quadrados. O tempo total de exposicéo foi calculado como o

equivalente a 6 vezes o valor D (ISO 14937, USP 24).

5.3 RESULTADOS

Para facilitar a compreensao da eficacia dos desinfetantes e padronizag¢ao do
seu uso em programas de limpeza em sistemas de purificagdo de agua, as cepas
padrao de bactérias analisadas foram consideradas indicadores bioldgicos (IB). Os
IBs tém a fungdo de monitorar os procedimentos de desinfecgéo e sua performance,
a sua eficacia depende da concentragao inicial de microrganismos (N,) e valor D
(ISO 14937, PENNA et al., 1998). Para atingir overkill dos microrganismos a
exposicao aos desinfetantes parte-se da premissa que o tratamento vai inativar o
bioburden inicial (>10° UFC/mL) e garantir seguranca adicional (ISO 11134, 1SO
14937). Tempo de redugédo decimal (valor D) corresponde ao numero de ciclos
logaritmicos reduzidos (n) no periodo de aplicagdo de cada solugao desinfetante e
microrganismo testado. O tempo de exposi¢ao para redugéo de n=6 de cada agente
sanitizante estd apresentado na Tabela 5.1, nesta mesma tabela estdo
apresentados os valores D para cepas in house e padrdo, o tempo de exposi¢ao

(multiplo do valor D, considerando-se t=nxD, onde n € o numero de ciclos
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logaritmicos reduzidos da populacdo inicial de microrganismos apos tempo de

contato).
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Tabela 5.1. Tempo de reducdao decimal (valor D), numero de ciclos logaritmo
reduzidos (n) para o periodo de aplicagdo de cada solugado desinfetante e bactéria
testada. O tempo de exposicdo para n=6 (6log10) para cada agente quimico e
bactéria. A tabela esta organizada com base no agente quimico (5.1.1. - 5.1.7.).

Tabela 5.1.1.
ACIDO CITRICO 'valor D “n= 6 log 3 _
(0,5%, 30 min) (minutos)  (minutos) n=t/D
Bactéria
A. lowffi 1,77 10,62 16,96
F. aureum 15,77 94,64 1,90
P. aeruginosa 3,81 22,84 7,88
P. alcaligenes 2,99 17,96 10,02
P. diminuta 5,43 32,61 5,52
P. fluorescens 17,06 102,39 1,76
P. picketti 3,29 19,76 9,11
B. subtilis ATCC 9372 9,51 57,09 3,15
E. coli ATCC 25922 7,73 46,37 3,88
P. aeruginosa ATCC 15442 8,95 53,72 3,35
P. alcaligenes INCQS 4,54 27,22 6,61
P. diminuta ATCC 11568 9,50 56,98 3,16
P. fluorescences ATCC 3178 5,32 31,91 5,64
P. picketti ATCC 5031 4,35 26,08 6,90
Tabela 5.1.2.
ACIDO CLORIDRICO (pH 0,3) ‘'valor D “n= 6 log4 “n=t/D
(5,0%, 30 min) (minutos) (minutos) (minutos)
Bactéria
A. lowffi 7,26 43,57 4,13
F. aureum 5,67 34,03 5,29
P. aeruginosa 6,88 41,29 4,36
P. alcaligenes 5,56 33,39 5,39
P. diminuta 6,49 38,91 4,63
P. fluorescens 9,12 54,74 3,29
P. picketti 10,81 64,86 2,78
B. subtilis ATCC 9372 10,88 65,29 2,76
E. coli ATCC 25922 3,70 22,19 8,11
P. aeruginosa ATCC 15442 6,35 38,12 4,72
P. alcaligenes INCQS 4,03 24,16 7,45
P. diminuta ATCC 11568 2,81 16,87 10,67
P. fluorescences ATCC 3178 4,22 25,34 7,10

P. picketti ATCC 5031 4,78 28,71 6,27




Tabela 5.1.3.
ALCOOL ETILICO (pH 7.2) 'Valor D “n= 6 logy, “n=t/D
(70,0%, 1 min) (minutos) (minutos) (minutos)
Bactéria
A. lowffi 6,84 41,07 6,84
F. aureum 6,05 36,30 6,05
P. aeruginosa 9,71 58,25 9,71
P. alcaligenes 5,92 35,50 5,92
P. diminuta 5,56 33,39 5,56
P. fluorescens 6,79 40,73 6,79
P. picketti 7,04 42,25 7,04
B. subtilis ATCC 9372 9,98 59,88 9,98
E. coli ATCC 25922 4,49 26,93 4,49
P. aeruginosa ATCC 15442 4,92 29,53 4,92
P. alcaligenes INCQS 8,64 51,81 8,64
P. diminuta ATCC 11568 4,59 27,55 4,59
P. fluorescences ATCC 3178 2,74 16,47 2,74
P. picketti ATCC 5031 5,03 30,15 5,03
Tabela 5.1.4.
BISSULFATO DE SODIO (pH 4.0) ‘'valor D “n= 6 log4 “n=t/D
(0,5%, 90 min) (minutos) (minutos) (minutos)
Bactéria
A. lowffi 4,82 28,92 18,68
F. aureum 3,70 22,21 24,32
P. aeruginosa 5,25 31,53 17,13
P. alcaligenes 3,50 21,00 25,71
P. diminuta 4,01 24,04 22,46
P. fluorescens 6,33 38,00 14,21
P. picketti 7,86 47,13 11,46
B. subtilis ATCC 9372 9,47 56,82 9,50
E. coli ATCC 25922 6,05 36,30 14,88
P. aeruginosa ATCC 15442 7,34 44,02 12,27
P. alcaligenes INCQS 6,93 41,55 13,00
P. diminuta ATCC 11568 6,72 40,32 13,39
P. fluorescences ATCC 3178 6,12 36,72 14,71
P. picketti ATCC 5031 4,88 29,25 18,46
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Tabela 5.1.5.
SODIUM HYDROXIDE (pH 12.8) ‘valor D “n= 6 log4 “n=t/D
(0,4%, 30 min) (minutos) (minutos) (minutos)
Bactéria
A. lowffi 12,21 73,26 2,46
F. aureum 16,23 97,40 1,85
P. aeruginosa 14,16 84,99 2,12
P. alcaligenes 11,53 69,20 2,60
P. diminuta 18,45 110,70 1,63
P. fluorescens 10,96 65,79 2,74
P. picketti 16,72 100,33 1,79
B. subtilis ATCC 9372 10,96 65,79 2,74
E. coli ATCC 25922 5,16 30,94 5,82
P. aeruginosa ATCC 15442 5,93 35,57 5,06
P. alcaligenes INCQS 4,28 25,67 7,01
P. diminuta ATCC 11568 5,60 33,59 5,36
P. fluorescences ATCC 3178 4,50 27,00 6,67
P. picketti ATCC 5031 4,22 25,30 7,12
Tabela 5.1.6.
SODIUM HYPOCHLORITE (pH 11.1) ‘'valor D “n= 6 log4 “n=t/D
(0,5%, 60 min) (minutos) (minutos) (minutos)
Bactéria
A. lowffi 514 30,85 11,67
F. aureum 3,33 19,99 18,01
P. aeruginosa 7,91 47,43 7,59
P. alcaligenes 8,58 51,50 6,99
P. diminuta 3,98 23,89 15,07
P. fluorescens 7,29 43,76 8,23
P. picketti 5,30 31,80 11,32
B. subtilis ATCC 9372 9,32 55,92 6,44
E. coli ATCC 25922 4,52 27,10 13,28
P. aeruginosa ATCC 15442 4,54 27,21 13,23
P. alcaligenes INCQS 6,54 39,27 9,17
P. diminuta ATCC 11568 6,43 38,56 9,34
P. fluorescences ATCC 3178 6,32 37,93 9,49
P. picketti ATCC 5031 6,36 38,17 9,43
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Tabela 5.1.7.

PEROXIDO DE HIDROGENIO + ‘valor D “n= 6 log4 “n=t/D
PERACETIC ACID (pH 2.3) (minutos)  (minutos) (minutos)
(2,2% + 0,45%, 180 min)
Bactéria
A. lowffi 4,19 25,15 42,95
F. aureum 4,64 27,82 38,83
P. aeruginosa 5,53 33,19 32,54
P. alcaligenes 4,87 29,23 36,95
P. diminuta 5,39 32,31 33,43
P. fluorescens 4,36 26,14 41,31
P. picketti 5,44 32,63 33,10
B. subtilis ATCC 9372 7,44 44,64 24,19
E. coli ATCC 25922 4,12 24,73 43,67
P. aeruginosa ATCC 15442 3,78 22,66 47,66
P. alcaligenes INCQS 6,61 39,66 27,23
P. diminuta ATCC 11568 5,39 32,31 33,43
P. fluorescences ATCC 3178 3,41 20,47 52,76
P. picketti ATCC 5031 2,86 17,17 62,91

'D-value= decimal reduction time; (-1/D) = slope.
“t=nxD and n= 6 logq,.

t= the exposure time for a 6 log,, reduction in the bioburden (No) with a defined D-value
%= n x D, where: t=total exposure time currently used (min); D=D-value determined (min)
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Acido citrico 0,5% foi aplicado por 30 min/25°C e reduziu 15 ciclos logaritmicos de A.
Iwoffii (D=1,77 min) e 10 ciclos logaritmicos de P. alcaligenes (D=2,99 min). Este
tempo de contato foi suficiente para reduzir 5-8 ciclos logaritmicos nas populagdes
de P. aeruginosa, P. picketti, P. alcaligenes INCQS, P. fluorescens ATCC 3178, P.
picketti ATCC 5031. No entanto, F. aureum, P. diminuta e P. fluorescences
demonstraram resisténcia comparavel a cepa de B. subtilis ATCC 9372 (redugéo de
2-3 log1o). Apesar de o acido citrico ter demonstrado ser eficaz frente a maioria dos
microrganismos testados apds 30 minutos de contato, ainda houve possibilidade de
crescimento microbiano. Para ser eficaz como sanitizante o tempo de contato
sugerido seria de 3h30 para atingir 6logo. Acido citrico também é utilizado em agua
aquecida (100 — 105°C) por 20h em reprocessamento de dialisador, nestas
condicbes os esporos foram eliminados e a despirogenizagao foi alcangada, no
entanto nestas condicbes podem ocorrer danos a determinados equipamentos,
limitando o uso (FROTA E MOREIRA, 1998). Acido citrico & utilizado para limpeza e
ajuste de pH na membrana de osmose reversa.

P. picketti e B. subtilis ATCC 9372 foram as cepas mais resistentes em
contato com acido cloridrico (0,5%) sofrendo redugdo menor que 3 ciclos
logaritmicos, este resultado € importante considerando que as cepas in house foram
tao resistentes quanto B. subtilis padrao, considerado padrao em desinfeccao de alto
nivel (ISO 14937, 2000). As cepas mais sensiveis foram E. coli ATCC 25922 e P.
diminuta ATCC 11568. Acido cloridrico é utilizado para ajuste de pH na unidade de
deionizacao continua.

Alcool é utilizado para limpeza de superficies externas dos pontos de
amostragem, solugdes alcodlicas apresentam amplo espectro de atividade contra

cepas vegetativas, virus e fungos, mas nao apresentam atividade esporocida, mas
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inibem a germinacao de esporos, mas este efeito é reversivel (McDONNELL E
RUSSELL, 1999, YASUDA-YASUKU et al.,, 1978). Devido a falta de atividade
esporocida solugbes alcodlicas ndo sado utilizadas para esterilizagdo, mas sao
amplamente utilizados para assepsia de maos e limpeza de superficies (RUTALA,
1995).

Considerando tempo de contato de 1 minuto, a solugdo alcodlica nao foi
suficiente para causar redugéo na populagao inicial de microrganismos e os valores
D determinados para todas as cepas testadas foram maiores que 1 minuto, o menor
valor D determinado foi 2,74 minutos para P. fluorescens ATCC 3178.

Para as cepas in house, a solugéo de bissulfito de sédio (0,5%) foi capaz de
reduzir mais de 13 ciclos logaritmicos em 90 min (tempo de contato recomendado)
dos microrganismos P. aeruginosa (n=14); P. diminuta (n=23), P. fluorescens (n=13),
P. alcaligenes (n=25), P. picketti (n=21), F. aureum (n=24) e A lowffi (n=18). Para
cepas padrdao P. diminuta ATCC 11568 (n=13), P. alcaligenes INCQS (n=16),
P.aeruginosa ATCC 15442 (n=12), P. aeruginosa ATCC 27853 (n=23), P.
fluorescens ATCC 3178 (n=13), P. picketti ATCC 5031 (n=21), B. subtilis ATCC 9372
(n=9), B. subtilis ATCC 6633 (n=7), e E. coli ATCC 25922 (n=18). Bissulfito de sddio
tem a funcéo de conservar e declorinar os filtros multimeios, abrandadores e filtro de
carvao, sendo efetivo para promover nivel de confianga (n>6) para microrganismos
padréo e selvagens (in house) isoladas do sistema de purificagdo de agua.

Hipocloritos sao os desinfetantes mais utilizados e mais disponiveis na forma
liquida (hipoclorito de soédio) ou sodlida (hipoclorito de calcio), apresentam amplo
espectro de agdo, nao deixam residuos toxicos (MERRITT et al., 2000), tém boa
relagao custo- beneficio e agem rapidamente (RUTALA, 1997). Solugbes cloradas

também removem microrganismos fixos ou secos e biofiimes das superficies
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(MERRITT et al., 2000). Hipocloritos sdo empregados em centros de saude e
ambiente hospitalar com diferentes finalidades, de acordo com o artigo, ambiente,
superficie e concentracdo (RUTALA et al., 1997).

Hidréxido de sodio (0,4%) tem a fungéo de desinfecgdo e de ajuste de pH na
membrana de osmose reversa e deionizacdo continua, e causou reducido 2 — 3
ciclos logaritmicos em 30 minutos de contato com B. subtilis ATCC 9372. No
entanto, a populacdo inicial das cepas padrao foi reduzida mais de 5 logip em 30
minutos.

P. aeruginosa (n=18), P. diminuta (n=15), P. picketti (n=13), E. coli ATCC
25922 (n=11), P. aeruginosa ATCC15442 (n=13) apresentaram maior sensibilidade
na presencga de hipoclorito de sdédio (0,5%) por 60 min. Outros microrganismos
testados sofreram reducdo de 6-9 logiyy apdés tempo de contato recomendado.
Hipoclorito de sodio foi muito eficaz frente as cepas testadas, garantindo nivel de
confianga (n>6), no entanto no sistema de purificagdo de agua sdo empregadas para
limpeza do tanque de armazenamento de agua e no loop de distribuigéo.

A associagao entre peroxido de hidrogénio (2,2%) e acido peracético (0,45%),
Minncare®, foi a solugdo com maior eficacia frente aos microrganismos (in house e
padréo), promovendo redugdo da populagao inicial de microrganismos de 24 logqo
para a cepa mais resistente (B. subtilis ATCC 9372) e 63 logio para a cepa mais
sensivel (P. picketti ATCC 5031). No sistema de purificagdo de agua, esta solugéo &
empregada para sanitizagdo das membranas de osmose reversa e na unidade de
deionizacao continua.

Peréxido de hidrogénio (H20;) € amplamente empregado como biocida para

desinfeccao, esterilizagdo e assepsia, trata-se de um liquido incolor, disponivel
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comercialmente em diferentes concentragbes (3 - 90%), perdxido de hidrogénio se
decompde em oxigénio e agua, inoculos e ndo-téxicos.

Solugbes de perdxido de hidrogénio sao efetivas frente a virus, bactérias,
fungos e esporos bacterianos (BLOCK, 1991), em geral o efeito € maior frente a
bactérias Gram-positivas, no entanto a presenca de catalase ou outras peroxidases
pode aumentar a tolerancia do microrganismo a solugdo de perodxido. Efeito
esporocida pode ser alcangcado se sdo utilizadas solugbes mais concentradas e por
um tempo maior de contato (RUSSEL, 1991)

Acido peracético é considerado biocida mais potente que peréxido de
hidrogénio, sendo esporocida, bactericida, viruscida e fungicida em concentracdes
baixas (0,3%) (BLOCK, 1991). A decomposi¢cao do acido peracético também resulta
em subprodutos estaveis e seguros (acido acético e oxigénio), e tem as vantagens
de n&o ser degrada por peroxidades e de nao perder a atividade na presenca de
matéria organica (McDONNELL E RUSSELL, 1999). Sua aplicagao principal € como
esterilizante a baixas temperaturas para equipamentos médicos, também podendo

ser empregado para esterilizagao de superficies.

5.4 DISCUSSAO

B. subtilis ATCC 9372 ¢é considerado cepa padrdao em processos de
desinfecc¢ado, assegurando nivel de confianga maior que 6 logip dos microrganismos
vegetativos. Neste estudo, B. subtilis ATCC 9372 apresentou mais resisténcia
quando testado com &acido cloridrico, alcool etilico, bissulfato de sddio, hipoclorito de

sédio e Minncare®.
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No entanto, B. subtilis ATCC 9372 apresentou valor D similar a P. picketti
frente a acido citrico, P. aeruginosa e P. alcaligenes frente a bissulfito de sodio, P.
diminuta e F. aureum frente a hidroxido de sédio, P. alcaligenes e P. fluorescens
frente a hipoclorito de sédio. No entanto, F. aureum, P. fluorescens apresentaram
valor D 1,5 vez maior do que o valor D observado para B. subtilis frente ao acido
citrico. As cepas isoladas in house apresentaram valor D até duas vezes maiores do
que os determinados para B. subtilis ATCC 9372 frente ao hidréxido de sddio,
confirmando que a validagdo da eficiéncia dos agentes quimicos desinfetantes no
sistema de purificagdo de agua deve ser baseada nas bactérias Gram-negativas
isoladas.

Acles preventivas devem ser tomadas periodicamente para evitar a
proliferagcdo de microrganismos na agua durante o processo de purificagdo, estas
medidas permitem a tomada rapida de decisdes que garantes a melhoria do produto
final.

Pseudomonas sp e outros microrganismos Gram-negativos formam biofilmes
que resistem a procedimentos de desinfecgcao e sao fonte de pirogénio, e podem ser
evitadas se a agua for analisada em diferentes pontos do processo de tratamento
(1ISO 11134).

P. aeruginosa pode ser encontrada em lesdes de pele, isolada de material de
uso clinico, infecgdes de garganta, e nas fezes de pessoas ndo-hospitalizadas
(LEVIN et al., 1995). Devido a frequéncia que este microrganismo esta envolvido em
doengas humanas, P. aeruginosa tem sido considerada um dos patdégenos mais
importantes baseado no numero e tipos de infeccdo com as quais relacionada

(SCHRECKENBERGER et al., 1999).
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Lavar reservatérios e sanitizar circuitos de distribuicdo do sistema de
purificacao de agua devem fazer parte da rotina da planta em questao para garantia
da qualidade (quimica e microbiolégica) da agua produzida.

Coliformes e outros indicadores fecais devem ser monitorados como
indicadores adicionais, E. coli ATCC 25922, considerada indicador biolégico em
diferentes processos de desinfeccdo, apresentou valor D inferior aqueles
determinados para os microrganismos isolados in house para a maioria dos agentes
quimicos testados. O monitoramento de rotina deve estabelecer procedimentos que

quantifiquem bactérias heterotroéficas, virus, fungos, P. aeruginosa e E. coli.

5.5 CONCLUSOES

Microrganismos isolados do sistema de purificagdo de agua apresentaram
maior resisténcia aos agentes quimicos desinfetantes que as cepas padrao testadas,
podendo estar relacionada com o uso indiscriminado de agentes biocidas no sistema
de purificagdo de agua, promovendo selegdo de microrganismos mais resistentes.

Em muitas superficies do sistema de purificagdo de agua pode haver
formagado de biofilme e portanto, aumento de carga microbiana e pirogénio. Este
trabalho enfatizou a remogdo de microrganismos Gram-negativos nao-
fermentadores, que exibiram resisténcia maior quando comparados aos
microrganismos padrao.

O tempo de contato entre o sistema de purificagdo de agua e os agentes
quimicos devem ser revisados para garantir a redugdo de 6logio do bioburden.

Algumas medidas tais como lavar o tanque de armazenamento de agua, colunas de



90

deionizacdo, membrana de osmose reserva e tubulacdo de distribuicdo de agua
devem ser estabelecidas para garantia da qualidade do produto final.
Re-desinfeccdo do sistema de purificagdo de agua sera realizada para
verificar a variagdo resisténcia dos microrganismos. A analise final da populagao
microbiana nos treze pontos de amostragem é fundamental para garantir que o
bioburden ndo seja maior que 10°UFC/mL (SCHRECKENBERGER et al., 1999),
especialmente antes da osmose reversa, evitando prejuizo as membranas, evitando

aumento dos custos do processo.
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CAPITULO VI

ESTABILIDADE DA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE EM SOLUGOES DE
CLORO DE DIFERENTES VALORES DE pH

6.1 INTRODUGAO

A proteina verde fluorescente (GFP) tem sido demonstrada como bioindicador
potencial para monitorar morte celular em diferentes condigdes, e para investigacdes
in vivo em diferentes espécies Gram-negativas e positivas (BURNETT E BEUCHAT,
2002, CHALFIE E KAIN, 1998).

A fluorescéncia emitida pela GFP foi reportada como indicador em tempo real
e nao invasivo da sensibilidade dos fungos em contato com solugbes de agentes
antimicrobianos (WEBB et al., 1995). Outros autores demonstraram que a
fluorescéncia da GFP decai rapidamente na presenca de biocidas, correlacionando a
fluorescéncia da proteina com a viabilidade bacteriana (CASEY E NGUYEN, 1995,
KREMER et al., 1995).

Duas cepas de Mycobacterium tuberculosis (CHANGSEN et al., 2003) e
Mycobacterium aureum (SRIVASTAVA et al., 1998) expressando a proteina GFP
demonstraram ser eficientes na detec¢ao de atividade anti-tuberculose através da
determinagdo da concentragdo inibitéria minima para antibiéticos (CHANGSEN et
al., 2003).

ZAFER e colaboradores (2001) avaliaram solu¢des de glutaraldeido e
peroxido de hidrogénio frente a Mycobacterium terrae expressando GFP como
biossensor. Em solugdes diluidas de germicidas, apds periodo /ag de recuperagao,

GFP emitiu fluorescescéncia demonstrando que as células sobreviveram ao
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tratamento. Quando expostas a solugdes de concentragdo maior de germicida as
células foram inativadas por completo, indicado pelo decaimento da fluorescéncia.

Desinfecgdo, limpeza, higenizagdao ou sanitizagdo sdo procedimentos que
envolvem operagdes fisicas e quimicas para eliminar muitos ou todos os
microrganismos patogénicos de superficies, materiais e equipamentos médicos
(ANVISA, 1988, 1999, 2001, RUSSELL, 2002), sendo essencial para melhoria de
seguranga de produtos de saude e aumento a da vida de prateleira (ERKMEN,
2004).

Solugdes a base de cloro sdo as mais efetivas e amplamente utilizadas na
inativacdo microbiana em saude publica, hospitais e industrias, também sé&o
utilizadas no tratamento de agua potavel e industrial, em sistemas de distribuigao e
reservatorios.

Solugbes de cloro e seus derivados sao agentes altamente oxidantes,
eliminado os microrganismos por oxidagdo do material celular. Em comparagcdo com
outros agentes oxidantes, as solugdes cloradas sdo as mais efetivas em baixas
concentragbes e tém o maior espectro de acdo (GOEL E BOUWER, 2004, SON et
al., 2005). As formas de aplicagao incluem gas cloro, solugdes de hipoclorito e outros
compostos clorados solidos ou liquidos.

As solugdes a base de cloro sdo de facil manuseio e na presenga de agua
sofrem hidrélise formando acido hipocloroso, que é a forma livre que apresenta
atividade antimicrobiana. Gas cloro e hipoclorito também podem ser formados,
dependendo do valor de pH. Com a adigdo de cloro na agua a seguinte reagao

ocorre:

NaOCI + H,0 — HOCI + Na* + OH (1)



93

Em valor de pH>4, o equilibrio se desloca para a direita, prevalecendo o acido
hipocloroso (HOCI). Em pH<4, predomina a formacdo de cloro (Cl,). Acido

hipocloroso se dissocia rapidamente:

HOCI < H" + OCr (2)

Acido hipocloroso é um &cido fraco, mas é um agente ativo em processos de
desinfecgcdo devido a acao oxidante. Em valores de pH entre 4 e 6 ha maior
concentracdo de HOCI, para valores de pH mais proximos de 5 ha tendéncia de
formacéao Cl, e HOCI é a espécie predominante, em pH 8 o ion OCI" predomina.

Em geral, a reatividade do cloro decai com aumento no valor de pH. Sistemas
de distribuicdo de agua tratados com solugdes de hipoclorito de sédio apresentam
em geral pH que varia entre 6 e 10. Netas condigbes, ambas as formas, acido
hipocloroso e hipoclorito (OCI') estdo presentes e denominadas residuos de cloro
livre.

Solugdes desinfetantes sdo geralmente utilizadas em altas concentragdes, se
comparadas com a concentragdo minima (CIM) necessaria para causar redugaéo no
numero de microrganismos viaveis, este fato se justifica baseado na necessidade de
se alcangar morte celular rapida. Nestas concentragdes (que podem ser até 1000
vezes maiores que o CIM (MAZZOLA et al. 2003)), é impossivel haver sobrevivéncia
de microrganismos devido ao dano celular, também nao é possivel que haja
desenvolvimento de resisténcia. No entanto, em situagdes reais € possivel que haja
situagbes onde as bactérias serdo expostas a concentragdes de agente sanitizante
menores que 0 necessario para causar injuria na célula (CHAPMAN, 2003, MEYER,
1994).

As reagdes de cloro com materiais inorganicos, que causam redugéo, sédo em

geral, rapidas. Matéria orgéanica dissolvida também reage rapidamente com solugdes
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de cloro. No entanto, o tempo de contato entre o cloro e com o material submetido
ao tratamento, determina a concentracgéao ideal e o nivel de desinfecgao atingido.

Fatores que influenciam a eficacia de desinfecgao incluem concentragdo do
desinfetante, tempo de contato, temperatura, valor de pH, composicdo quimica da
agua (pura e tratada) e a presenga de matéria organica, incluindo microrganismos e
concentracdo de proteinas (GOEL E BOUWER, 2004). Quando o agente
desinfetante € uma solugdo oxidante, a presengca de matéria organica e outros
contaminantes (metais de transi¢cdo, tais como cobre e niquel, outros halogénios,
ozbnio, solidos suspensos, pH, temperatura e outros materiais) pode catalisar a
decomposicao desinfetante, agindo como competidores e reduzindo a porgao livre
de desinfetante que age frente aos microrganismos (BURNETT e BEUCHAT, 2002,
MCDONNELL E RUSSEL, 1999).

A habilidade de uma proteina manter sua estrutura molecular e fungao em
situagcbes adversas tais como calor ou presenca de agentes denaturantes definem a
estabilidade da proteina, normalmente o processo de denaturagao esta relacionado
com a perda da estrutura quartenaria da proteina (FAGAIN, 1995).

A proteina verde fluorescente, que apresenta excitagdo maxima em 395 nm e
emissdo maxima em 509 nm, € um mondmero compacto e globular de 27kDa, de
caracteristicas acidas (pl 4,6-5,4), resistente ao calor (T>100°C) (VESSONI PENNA
et al., 2004a, b), pH alcalino (até 12, sendo valor de pH 6timo entre 6 e 8) (VESSONI
PENNA et al.,, 2002a, b), presenca de sais, e agentes quimicos (PENNA et al.,
2004a,b, WARD, 2006). A estabilidade da GFP pode ser relacionada com a
fluorescéncia emitida, baseado na estrutura do fluoréforo (FAGAIN, 1995,

MOZHAEV E MARTIEK, 1982, PENNA et al., 2004a,b), a intensidade de
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fluorescéncia pode ser quantificada rapidamente in situ utilizando método
espectrofluorimétrico.

Neste trabalho a estabilidade da proteina verde fluorescente foi avaliada na
presenca de solugdes cloradas diluidas em diferentes tampdes e agua para injegao,
o comportamento da proteina, analisado através da emissdo de fluorescéncia da
GFP em contato com as diversas solugdes cloradas, relacionando a perda de

fluorescéncia e o valor final de cada solugcao estudada.

6.2 MATERIAL E METODOS

A proteina verde florescente recombinante expressada por Escherichia coli foi
extraida pelo método de particdo em trés fases (TPP) e purificada através de coluna
butil de interagédo hidrofébica (VESSONI PENNA et al., 2002a, VESSONI PENNA et
al., 2002b, VESSONI PENNA et al., 2004a,b). A intensidade de fluorescéncia da
GFP extraida foi determinada em espectrofluorimetro (Shimadzu Co., Kyoto, Japao),
em Aex=394 nm e Agm=509 nm). Recombinante GFP purificada (Clontech, CA, EUA),
disponivel comercialmente, foi utilizada para determinacdo de curva padrao para
estimar a concentragdo da GFP baseada na intensidade de fluorescéncia (Figura

6.1.)

Para avaliar a influéncia do cloro (relativa ao valor de pH) na estabilidade da
GFP, solugbes de hipoclorito de deferentes valores de pH foram adicionadas a
solugbes tampéao de: (i) 10mM acetato de sdédio/acido acético, pH 5; (ii) 10 mM

fosfato de potassio (monobasico/dibasico; pH 6-7); (iii) 10 mM Tris-HCI (pH 8); (iv)
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agua para injecao (WFI), pH 7 (MilleQ, Millipore, MA, EUA). As solugdes foram

preparadas e os ensaios realizados a 25°C.

1000 +

800 -

600

400 -

Intensidade
*

200 +

4

ug/mL

Figura 6.1. Curva de calibragédo da proteina GFP padrao, correlacionado intensidade
de fluorescéncia e concentragdo de proteinas, y=103,61x-134,64 (R*=0,9859), em que
y representa intensidade de fluorescéncia e x concentracéo de proteinas (ug/mL).

Apds homogeneizar por 30 segundos a 25°C, o valor de pH foi determinado e
a concentracao total de cloro disponivel foi determinada por método iodométrico
(BACCAN et al., 1985) antes da adicdo de GFP. As concentragdes de cloro
estudadas foram (i) 40 — 160 ppm em WFI; (ii) 10 — 70 ppm em tampao fosfato (pH
6); (iii) 20 — 100 ppm em tampao fosfato (pH 7) a 25°C. Solugdes de cloro de
concentracdes maiores que 10 ppm foram testadas, para todas as solugdes tampao,
exceto tampéao acetato (pH 5, em que as concentragdes foram menor que 7 ppm).
Ensaios anteriores demonstraram que a concentragio livre de cloro e o valor de pH

para estas solugdes foram constantes através do ensaio com GFP (30 minutos).

O valor de pH final das solugdes cloradas foram (i) pH 11,00+0,23 para WF,
(ii) pH 6,86+0,21 para tampao fosfato (pH 6), (iii) pH 7,15+0,08 para tampao fosfato
(pH 7), (iv) pH 5,10+0,22 para tampéo acetato (pH 5) e, (v) pH 8,17+1,55 para

solugdes de Tris-HCI (pH 8). Apds 30 segundos de homogeneizagdo das solugdes
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de hipoclorito de sodio e os diferentes tampbes, GFP foi adicionada em cada
solugcéo e o tempo de exposi¢cao foi cronometrado. O volume de GFP adicionado foi

pequeno o suficiente para ndo causar alteragdes no valor de pH da solugao final.

A concentracgdo inibitéria minima (CIM) foi avaliada através do método das
diluicbes sucessivas das solugdes cloradas em pH 5, 6, 7 ou 8. A proteina verde
fluorescente (8-9 ug/mL) foi adicionada a cada amostra de solugéo clorada e
homogeneizada por 30 segundos. A intensidade de fluorescéncia foi determinada
em espectrofluorimetro apds 30 s e em intervalos de 1 até 10 minutos, com agitagao
continua. A CIM foi a menor concentragao de cloro que causou perda de intensidade
de fluorescéncia apos 30 segundos de contato e apds 10 minutos de exposigao a

25°C (Tabela 6.1.).

A partir da determinacdo da concentragdo inibitéria minima pdde-se
determinar um intervalo de concentracdo de cloro em solugdo necessario para
reduzir a concentracdo de GFP em um ciclo logaritmico. O valor D foi entdo
calculado pelo inverso negativo do coeficiente angular da reta média encontrada no
grafico (logso intensidade de fluorescéncia x tempo). A equagdo da reta foi

determinada pelo método dos minimos quadrados.

Aliquota de 2 mL das solugdes de cloro em tampao ou WFI foram transferidas
para cubeta de quartzo e colocadas no espectrofluorimetro. Em cada cubeta, foram
adicionados 100 uL de GFP para obter concentragéo final de 8 ug/mL. Apds cada
adicdo de GFP, medidas de intensidade de fluorescéncia foram determinadas
imediatamente e a cada 5 segundos, até 30 minutos, com e sem agitagéo, a 25°C. A
estabilidade da GFP foi representada graficamente por logs intensidade de

fluorescéncia x tempo. As curvas de primeira ordem atendem a equacao:
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log,, I, =log,, I, —(1/D)*t (3)
Em que, /, é a intensidade inicial de fluorescéncia de GFP e /f é a intensidade
final de fluorescéncia apds o tempo de contato (f) com a solugao clorada.
As amostras controle, nas quais GFP foi adicionada as mesmas solucoes
cloradas ou WFI, foram ensaiadas de maneira semelhante no mesmo intervalo de
tempo, essas amostras ndo apresentaram, variacao de intensidade de fluorescéncia

apo6s 30 minutos de contato (dados nao apresentados).

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Alteracdes na intensidade de fluorescéncia da GFP diluidas em solugdes
cloradas ou WFI determinadas em espectrofluorimetro e as unidades relativas de
GFP foram convertidas em valores de concentragao através da curva de calibracéo
(Figura 6.1.). A proteina verde fluorescente apds denaturagdo nao é capaz de emitir
fluorescéncia, e a perda de intensidade de fluorescéncia foi empregada como
parametro para avaliar a concentragao de GFP denaturada.

E importante observar que as concentragdes de cloro foram tituladas para
determinar a concentragao de cloro livre para reagir com a proteina. Em diferentes
valores de pH a concentragdo de cloro livre variou de acordo com o equilibrio das
equacodes 1 e 2.

As solugdes de cloro com GFP foram analisadas para concentragao inibitéria
minima, com agitacdo constante, como ensaios preliminares para determinar as
condi¢bes 6timas de concentragao de cloro para determinacédo do tempo de redugao
decimal em diferentes valores de pH, com e sem agitagcdo. O comportamento da
GFP em solugdes cloradas em tampao Tris-HCI (pH 8) foram alisadas, mas os

dados nao foram reprodutiveis e portanto descartados.
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Tabela 6.1. Concentragao inibitéria minima (CIM) determinada pela perda de
fluorescéncia nos 30 segundos de contato inicial, em 1 e 10 minutos de exposicao

(tempo maximo de exposicdo) em agua (WFI) e tampao fosfato (pH 6 e 7).

Agua para injegdo (pH 7.00)
Solugao de cloro, pH final 11,00+0,23
GFPuv=8,8 u/mL

GFPuv
[C1] Perda Inicial (ug/mL)
ppm 30 s (%) Tempo (min)
1 10
130-160 >90 - -
110-120 83,7 1,6 -
110 81,8 1,6 -
100 81,3 1,6 -
90 80,3 1,7 -
80 46,7 4,7 24
70 30,6 6,1 4,9
60 20,5 7,0 6,0
50 20,3 7,1 6,3
40 16,7 7,4 6,7

Tampao fosfato (pH final 7,00)
Solugao de cloro, pH final 7,15+0,08
GFPuv=8,6 mg/mL

GFPuv

[CI] Perda Inicial (ug/mL)
ppm 30 s (%) Tempo (min)
1 10
100 46,4 4,6 4,6
90 50,4 4,3 4,5
80 47,9 4,5 4,6
70 42,5 4,9 5,2
60 45,6 47 5,1
50 39,1 52 55
40 25,6 6,4 6,5
30 25,8 6,4 6,5
20 15,3 7,3 7,0

Tampao fosfato (pH final 6,00)

Solugao de cloro, pH final pH 6,86%0,21
GFPuv=8,1 mg/mL

GFPuv

[C1] Perda Inicial (ug/mL)
ppm 30 s (%) Tempo (min)
1 10
50 44,9 4,5 3,9
40 36,3 52 4,6
30 36,3 53 4,8
20 17,5 6,7 5,9
10 16,1 6,8 6,1
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As Figuras 6.2. e 6.3. representam o comportamento da GFP nas solugdes
cloradas em tampao acetato (pH 5) e fosfato (pH 7), sem agitagado, e os resultados
obtidos foram inferiores aqueles obtidos quando houve agitacao.

Agitagdo constante resultou em solugdo homogénea, favorecendo a
denaturagdo da proteina em contato com solugéo de cloro. A Figura 2 traz valores D
duas vezes maiores para as solugdes ndo homogeneizadas (ndo agitadas), a Figura
6.3. mostra que os valores D obtidos para solugdes de cloro 90 ppm (pH 7) foram
trés vezes superiores quando o sistema nao foi homogeneizado. Esta observagao foi

semelhante em todas as solugdes testadas.

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100

valor D (min)

L1

Concentragao de Cloro (ppm)

7 50 60 70 80

‘[S Sem agitagdo [0 Com agitagao ‘

Figura 6.2. Comparacgao entre os valores D nas solugbes de cloro tamponadas com
e sem agitagdo a 25°C. As concentragdes de cloro ensaiadas foram (i) 7 ppm em
tampéao acetato (pH 5,1), (ii) 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ppm e tampao fosfato (pH
7,15+0,08).

Nas solugbes sem agitagdo a proteina verde fluorescente recuperou a
intensidade de fluorescéncia, o que nao ocorreu quando foi mantida sob agitagao
constante.

Valor D pode ser utilizado como indicador de perda de estabilidade protéica, e

€ o tempo necessario para reduzir 90% da concentragdo da proteina inicial

submetida a solugédo de cloro (PENNA et al., 2004a,b). O valor D foi o parametro
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cinético principal para comparar a influéncia das solugdes cloradas na estabilidade

da GFP.

Log Intensidade

= -BE-05x + 2,8324
R%=0,97

4000

Valor D=277,8min
O
y =-0,0002x + 2,835
R?=0,99
Valor D=83,3min
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
tempo (s)

‘<> Com agitacdo B Sem agitacéo ‘

Figura 6.3. Comparacédo entre a intensidade de fluorescéncia da proteina GFP em
contato com 90 ppm de cloro em tampao fosfato (7,15+0,08) com (M) e sem
(0)agitagdo a 25°C. As linhas de tendéncia representando a perda de fluorescéncia
com e sem agitacdo foram, respectivamente, y=-0,0002x+2,835 (R?=0,99) e y=-6x10"
Sx+2,832 (R2=O,97), em que y representa o logaritmo da intensidade, e x representa
tempo (min).

Tabela 6.2. Valores D obtidos das curves de reducao de fluorescéncia (logqo) para
exposicao de GFP as solugdes cloradas de tampédo fosfato (pH 6,86+0,21) com
agitacdo. A concentracéo inicial de GFP foi de 8,73+0,50 ug/mL.

Concentragcao Concentragao

. . . Valor D
nominal de disponivel de .
(min)
cloro (ppm) cloro (ppm)
200 197,5 25,8
150 135,0 33,3
100 97,5 37,5
90 94,6 48,7
80 78,0 55,6
70 60,9 69,5
60 56,8 48,7
50 46,0 83,4

Nas solugodes cloradas em WFI (pH 11,01+0,23) a GFP exibiu denaturagéo

completa nos primeiros 30 segundos de contato com as solugbes de cloro de

concentragdo maior que 130 ppm, 80% de denaturagdo em solugdes de 90 — 120
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ppm de cloro, com denaturagao completa apés 2 minutos de exposicdo (Tabela
6.2.).

Em solugbes cloradas preparadas usando WFI (pH 11,01+0,23), a
concentracao inibitdria minima para perda de fluorescéncia foi entre 100-130 ppm
apos 30 segundos de contato, e 90 ppm apds 60 segundos de contato. A perda
inicial de intensidade de fluorescéncia diminuiu pela metade a cada aumento de
concentragéo de cloro em 20 ppm em WFI.

Nas concentragdes de cloro 10, 20, 30, 40 e 50 ppm em solugdes de tampéo
fosfato (pH 6,86+0,21), a maior perda de intensidade de fluorescéncia (45%, a 50
ppm) ocorreu durante 30 segundos de contato e foi equivalente a perda de
fluorescéncia de 80 ppm de cloro em WFI (pH 10,89).

O decréscimo da concentragdo de GFP apdés 10 minutos de exposi¢cdo as
solugdes cloradas de concentragdo 10 — 40 ppm foi de 10%, sendo equivalente a
denaturacdo de GFP em WFI contendo 40 - 50 ppm de cloro (pH > 10). No entanto,
apos 10 minutos em tampéo fosfato (pH 6) a concentracdo de GFP decaiu em um
valor 30% menor que o observado nas condi¢des anteriores.

Em solucbes de tampéo fosfato pH 7,15+0,08 de concentracdo 50 — 100 ppm
a perda de intensidade de fluorescéncia apds os 30 segundos iniciais variou entre 40
- 46%, a perda de intensidade de fluorescéncia foi de 25% a 30-40 ppm e de 15%
em concentracdo em 20 ppm de cloro. Para solu¢gdes tamponadas de concentragao
entre 20 — 100 ppm de cloro a perda de intensidade de fluorescéncia foi constante
apos os 30 segundos de contato inicial.

Para solugédo de cloro 20 ppm em tampao fosfato (pH 7), a intensidade de
fluorescéncia decaiu 15% nos 30 segundos iniciais, € mais 3,6% apés 10 minutos de

exposicao, indicando estabilidade da proteina em pH 7. O mesmo comportamento foi
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observado nos primeiros 5 minutos de contato da GFP com 40 ppm de cloro em WFI
(pH final 11,00+0,23) e em tampéao fosfato (pH final 6,86+0,21), ja para uma solugao
de 10 ppm (pH final 6,86+0,21) de cloro a perda de intensidade de fluorescéncia
variou entre 16 — 25% respectivamente para 1 — 10 minutos de exposigéo.

Apdés 10 minutos de contato, GFP exibiu maior estabilidade em tampao
fosfato (pH 7) para 20 — 100 ppm de cloro livre, equivalente a 40 -70 ppm de cloro
em WFI (pH 11,00+0,23), e 10 — 50 ppm em tampao fosfato (pH 6,86+0,21).

A analise do decaimento da fluorescéncia da GFP, em tampao fosfato (pH 6),
entre 24 minutos (em contato com 197,5 ppm) 83 minutos (em contato com 83 ppm),
sob agitagao constante ndo ocorreu devido a estabilidade da proteina GFP em pH
6,86+0,21, quando ha cloro livre em solugao € HOCI (Tabela 6.2.). A solugao de
tampéao acetato (pH 5,1) com 7 ppm de cloro foi suficiente para causar decaimento
de 90% da intensidade inicial de fluorescéncia em 41,7 minutos de exposigao.
Sendo equivalente as concentragdes entre 90 — 100 ppm em tampéo fosfato (pH
6,0) e a concentragdes maiores que 100 ppm (pH 7, valor D=41,7 minutos).

O valor D determinado para solu¢des de cloro em tampéao acetato (pH 5) foi
100 vezes inferior se comparada a solugdes de 50 ppm de cloro em tampao fosfato
(pH 7, valor D 555,66 min). Em pH 5, a solugdo de cloro contendo
predominantemente a forma ativa HCIO, e o pl 4,9-5,1, favorecendo a instabilidade
da GFP.

Em solugbes tamponadas com tampao fosfato (pH 6,86+0,21) com 50 ppm de
cloro o valor D (83,4 minutos) decaiu 1,5 vezes para a faixa de 60 — 90 ppm de cloro,
e decaiu mais 1,7 vezes na faixa de 100 — 200 ppm de cloro (Tabela 6.2.). A

agitacado constante favoreceu contato uniforme entre a GFP e o cloro, gerando uma
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correlagdo linear entre a perda de fluorescéncia e a concentragao de cloro em
solucgao.

A GFP mostrou maior resisténcia a denaturagdo em 50 ppm de cloro em
tampéao fosfato (pH 7,15+0,23, valor D=556 min, Tabela 6.3.). O valor D em solugdes
de 60 — 70 ppm de cloro decaiu pela metade, em solugdes de concentracao 90 -100
ppm o valor D decaiu mais 3 vezes, sendo similar ao valor D determinado para
solugdes de cloro 50 ppm em tampao fosfato (pH 6). Em 125 ppm, o valor D (55,6
min) foi 1,5 vezes menor, se comparado a solugdes de 100 ppm de cloro.

A partir de concentragdes de 150 ppm de cloro (pH 7,15+0,23), a proteina
verde fluorescente exibiu comportamentos diferentes, evidenciado por duas curvas
de decaimento distintas para um mesmo tratamento. Em 184 ppm, por exemplo,
apos os 30 segundos iniciais de contato, a GFP decaiu 82%, e fluorescéncia nao foi
detectada a partir de 5 minutos de contato (Figura 6.4.).

Tabela 6.3. Valores D obtidos das curvas de reducdo de fluorescéncia (logqo) para

exposicao de GFP as solugbes cloradas de tampéao fosfato (pH 7,15+0,23) com
agitacao. A concentragéo inicial de GFP foi de 8,73+0,50 ug/mL.

Concentragcio Concentragao

g . . Valor D
nominal de disponivel de .
cloro (ppm) cloro (ppm) (min)

200 183,9 1,0

150 147,1 1,3

125 110,4 55,6

100 93,6 83,3

90 84,0 83,3

80 73,5 166,7

75 55,1 185,2

70 36,8 208,3

60 55,2 277,8

50 51,8 555,6
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184 ppm

pH=6
valor D 1=1,7min
valor D 2=23,8min
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Figura 6.4. Comparagao dos valores D para solugdes cloradas com tampao fosfato
(184 ppm de cloro livre)em pH 6 e 7.

6.4 CONCLUSOES

Estudos preliminares demonstraram redu¢des de 2-3 ciclos logaritmos nas
populagdes de E. coli, apos 30 s em contato com solugdes cloradas (50 — 100 ppm,
pH 6,0) e Listeria monocytogenes foi inativada em conato com solugdes de cloro 1 —
4 ppm em 30 segundos (EL-KEST E MARTH, 1998).

Exposicédo a solucdes cloradas de 200 ppm causou decaimento de 0,3 - 0,4
ciclos logaritmo em contagem de células viaveis de microrganismos em folhas de
alface apds 5 minutos de contato (SON et al., 2005) e concentragbées de 100 — 200
ppm causaram reducdo de 5 ciclos logaritmos em cepas de E. coli apés 30
segundos de contato (SILVA et al, 2003). Ao mesmo tempo, populacbes de
Salmonella nao sofreram redugao consideravel em contato com solugdes de cloro
100 - 200 ppm (pH 6,8 ajustado com tampao fosfato) apds 40 segundos de contato

(WEISSINGER, 2000). LI e colaboradores (2001) relataram que 20 ppm de cloro em



106

solugao (pH 7) nao reduziu a populagao de E. coli O157:H7, ap6s 90 segundos a 20
— 50 °C.

LUND e colaboradores (2005) avaliaram solugdes cloradas (100 — 200 ppm)
em diferentes condigbes de pH, reduzindo a populagdo inicial de microrganismos em
folnas de mandioca. Quando o pH foi ajustado para 6 o decaimento de células
viaveis foi de 3 ciclos logaritmos em 15 minutos de contato. O valor de pH foi
considerado o parametro mais importante no efeito das solugdes cloradas.

Células de Aureobasidium pullulans expressando GFP foram expostas a
solugdes cloradas em concentragbes variadas entre 25 — 150 ppm com diferentes
valores de pH, e observou-se que a intensidade de fluorescéncia e a morte celular
foram dependentes da concentracao. Hipoclorito de sédio com 75 ppm de cloro livre
causou reducao da viabilidade de microrganismos em 2 ciclos logaritmicos e a
intensidade de fluorescéncia foi reduzida em 38% nos primeiros 30 segundos de
contato, chegando a redugao de 4 ciclos logaritmicos e 89% na intensidade de
fluorescéncia apds 10 minutos de exposi¢ao. A intensidade de fluorescéncia emitida
pela GFP foi quase completamente recuperada quando as células foram
ressuspendidas em tampdo pH 7, a viabilidade celular nao foi alterada,
demonstrando que a GFP apresente grande estabilidade no citosol (WEBB et al.,
2001).

A correlacao entre perda de fluorescéncia e reducao de viabilidade celular foi
observada (CASEY E NGUYEN, 1995, WEBB et al., 2001) anteriormente, no entanto
este é o primeiro esforco em demonstrar que a proteina verde fluorescente pode ser
empregada como biossensor em tempo real para validagdo da eficacia

antimicrobiana.
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Comportamentos similares forma observados para as células vegetativas de
E. coli, A. calcoaceticus, S. aureus, E. cloacae, S. marcencens e as cepas
esporuladas de B. subtilis e B. stearothermophilus, em concentracdo inicial de
10°UFC/mL foram reduzidas 2 ciclos logaritmicos apos os 30 segundos de contato
inicial com solucdo clorada de 250 ppm, em pH 7. Densidade celular menor
promoveu maior reducdo de fluorescéncia (38%) apdés os 30 segundos iniciais
(MAZZOLA et al., 2003).

Neste trabalho, a intensidade de fluoresc6encia de GFP foi reduzida em 42%
nos primeiros 30 segundos de contato com solugdo de 70 ppm de cloro em solugéo
tampéo. O valor D da GFP a 70 -80 ppm de cloro (pH 7,15+0,23, em tampé&o fosfato)
foi em torno de 3h.

A estabilidade da GFP foi maior em valores de pH entre 6 - 7 (PENNA et al.,
2005), semelhante a estabilidade das bactérias na mesma faixa de pH. Estudos
anteriores reafirmaram que a perda da fluorescéncia e da viabilidade celular foram
dependentes do valor de pH 7 (PENNA et al., 2005).

Neste estudo foram verificados (i) a influéncia do hipoclorito de soédio na
intensidade de fluorescéncia da GFP; e (ii) o intervalo minimo de tempo necessario
para reduzir em 90% a intensidade inicial de fluorescéncia. Estes resultados
encorajam outros estudos validando a estabilidade da fluorescéncia da GFP em

diferentes solucdes antimicrobianas como bioindicador.
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CAPITULO VII

EXTRAGAO DO COMPLEXO PROTEINA VERDE FLUORESCENTE E CBM-9 DO
HOMOGEINIZADO CELULAR DE Escherichia coli UTILIZANDO SISTEMA
MICELAR DE DUAS FASES AQUOSAS

7.1 INTRODUGAO

Validagdo da eficacia dos processos de descontaminagdo e desinfecgao
utiizados em ambiente industrial e hospitalar € uma tarefa ao mesmo tempo
importante e desafiadora. Indicador bioldgico (IB) é uma molécula que possibilita a
deteccdo de atividade bioldgica, permitindo a validagdo de processos de
descontaminacado e desinfeccdo (MAZZOLA et al., 2003; PENNA et al., 2001;
PENNA et al., 2004a, b). IBs podem ser suspensdes de microrganismos especificos
com resisténcia definida a determinado processo de descontaminagéo (1ISO 11134,
ISO 14937). Enzimas e proteinas também tém sido utilizadas como IBs para
avaliacdo imediata da eficacia de processos industriais, tais como branqueamento,
pasteurizacdo, desinfeccdo e também para monitorar a conservagao de um produto
submetido previamente a desinfeccdo ou esterilizacdo (EAGERMAN E ROUSE,
1976; FORSYTH et al., 1999; PIYASENA et al., 1998; TIJSKENS et al., 1999;
PENNA et al., 2004; VILLAMIEL et al., 1997).

A proteina verde fluorescente (GFP) pode ser empregada como indicador
biolégico devido a facilidade de sua detecgdo por espectrofluorimetria ou por
inspecao visual utilizando lampada UV portatil (PENNA et al., 2004). A proteina GFP
demonstrou em trabalhos anteriores resisténcia a exposigao a agentes quimicos e a

temperaturas elevadas (PENNA et al., 2004). A resisténcia da GFP possibilita sua
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utilizacdo como indicador bioldgico, pois, apds determinado tratamento, a auséncia
ou diminuicdo da intensidade de fluorescéncia emitida indica que microrganismos
presentes também foram afetados.

A proteina verde fluorescente recombinante, GFPuv, pode ser expressa com
facilidade por bactérias, como Escherichia coli, podendo ser produzida em maior
quantidade por processos fermentativos. No entanto, para se utilizar GFP como
indicador biolégico € necessario que seja desenvolvido um método de purificagdo
simples, com boa relagéo custo-beneficio e que possa ser utilizado em maior escala.
Atualmente, a proteina GFP é purificada em escala laboratorial por particao em trés
fases ou em coluna cromatografica de interagcdo hidrofébica (DENNISON E
LOVRIEN, 1997; PENNA et al., 2004a, b).

Extragao liquido-liquido € um método alternativo de purificacdo que tem sido
estudado em varios tipos de sistemas complexos que atendem de forma
interessante as necessidades de biosseparagdao em casos diversos (ALBERTSSON,
1956; BORDIER, 1981; JOHANSSON et al., 1996, 1999; KAMEI et al., 2002a,
2002b; NIKAS et al., 1992; RANGEL-YAGUI et al., 2003; SIVARS E TJERNELD,
2000; SIVARS et al., 2000). Em particular, sistemas micelares de duas fases
aquosas, que sao formados quando uma determinada classe de tensoativo é
dissolvida em agua, sao considerados promissores para separagao de biomoléculas
(NIKAS et al., 1992). Nestes sistemas, a separagédo de fases pode ser induzida por
alteragbes minimas no sistema (por exemplo, aumento de temperatura). As duas
fases micelares coexistentes formadas (uma rica e outra pobre em micelas) séo
predominantemente aquosas, garantindo ambiente ameno para as biomoléculas e
proteinas. As micelas presentes na fase rica em micelas sao, em geral, maiores e

abundantes se comparadas a fase pobre em micelas. A diferenga resulta em dois
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ambientes fisico-quimicamente distintos que coexistem e que possibilitam o
processo de separagao. Historicamente, sistemas micelares de duas fases aquosas
foram empregados para separagao de proteinas e biomoléculas baseado na
hidrofobicidade (BORDIER, 1981), tamanho (NIKAS et al., 1992) e carga (KAMEI et
al., 2002a, 2002b).

Um avango recente na utilizagdo de sistemas micelares de duas fases
aquosas € a incorporagao de ligantes de afinidade que aumentam o rendimento e a
especificidade do processo de extracdo (LAM et al., 2004; SAITOH E HINZE, 1995).
O fundamento por tras desse conceito € que o comportamento durante a particdo de
biomoléculas hidrofilicas € baseado na exclusdo pelo volume (LIU et al., 1996;
NIKAS et al., 1992). Consequentemente tais moléculas, na auséncia de outras
formas de interagao, sao particionadas para a fase pobre em micelas, onde ha maior
volume de agua livre. Uma separagao mais eficiente pode ser alcangada se forem
empregadas estratégias que induzam a biomolécula alvo a particionar
preferencialmente para a fase rica em micelas, explorando interagbes baseadas em
afinidade, especialmente quando a proteina-alvo encontra-se inicialmente no
homogeneizado celular do microrganismo que a expressa (LAM et al., 2004).

A idéia inicial deste conceito foi descrita recentemente por LAM et al., (2004),
que demonstrou que interacdes por afinidade aumentaram a particdo da molécula-
alvo para a fase rica em micelas. A fusdo do nitrogénio terminal da proteina GFP
com o grupo CBM9 (9 carbohydrate binding module) da xilanase 10A da Thermotoga
maritima resultou no complexo CBM9-GFP, que foi clonado e expresso pelas células
de E. coli BL21 (KAVOOQOSI et al., 2004). O dominio CBM9 se liga fortemente a
celulose e também a outros mono- e oligossacarideos com menor intensidade.

Quando esta proteina foi particionada em sistema micelar de duas fases aquosas
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formado pelo tensoativo nao-ibnico n-decil B-D-glicopiranosidase (C10G1), ela foi
extraida preferencialmente para a fase rica em micelas devido a interagdo entre o
dominio CBM9 e as cabecas de glicose do tensoativo (LAM et al., 2004).

Ha& inumeras vantagens na fusdo de uma proteina especifica com um grupo
que apresente afinidade por um determinado sistema. Especificamente, o tensoativo
C10G+ esta disponivel comercialmente e ja foi estudado (BALZER E LUDERS, 2000).
Dentre suas principais caracteristicas esta o ambiente ameno proporcionado para
biomoléculas e proteinas, ndo causando denaturagdo. Outro quesito importante na
escolha de um tensoativo adequado para um determinado sistema é a sua
habilidade em formar duas fases em uma faixa conveniente de temperatura, que nao
cause injurias para a molécula-alvo. Neste sistema especifico o tensoativo C1G4
atua simultaneamente como o ligante de afinidade e como responsavel pela
formagao de duas fases coexistentes, simplificando o procedimento experimental e o
modelamento tedrico. A afinidade do dominio CBM9 por monossacarideos, tal como
glicose, facilita a separagao da proteina do ligante de afinidade apds a extragéo para
que a proteina seja recuperada isoladamente e para que o tensoativo seja
reutilizado. Esse passo pode ser alcangado adicionando-se glicose, um reagente
seguro e barato, como inibidor competitivo para a proteina (LAM et al., 2004).

Neste manuscrito, foi reportada extracao preferencial da proteina fundida
CBM9-GFP (proteina-alvo) de um lisado celular clarificado de E. coli, com remogao
simultdnea de proteinas e outras substdncias remanescentes da célula. Foi
demonstrado que particdo de proteinas por sistemas micelares de duas fases
aquosas baseada em afinidade pode ser aplicada diretamente a um lisado celular

para a purificacdo de GFP, estabelecendo um método que pode ter sua escala
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ampliada, oferecendo assim grande vantagem na purificagdo de proteinas

recombinantes utilizando CBM9 como ligante de afinidade.

7.2 MATERIAL E METODOS

Material

O tensoativo ndo-ibnico C1oG4 (n-decil B-D-glicopiranosidase — lote numero
012K5028), e todos os outros reagentes utilizados nos ensaios de particdo foram
comprados da Sigma® (St. Louis, MO). Todos os reagentes apresentaram grau
analitico e foram utilizados como recebidos. Todas as solugdes foram preparadas
em pH 7,2 utilizando 16,4 mM de fosfato dissodico e 1,82mM de &cido citrico
(tampdo Mcllvaine) em agua purificada através de um sistema de troca-ibnica
Millipore Milli-Q (Bedford, MA). O kit de determinacao de proteinas totais utilizado foi
BCA Protein Assay Kit comprado da Pierce (Rockford, IL). A vidraria utilizada em
todos os ensaios foi lavada em banho de 50:50 de etanol : 1M de hidréxido de soédio,
seguida por banho de acido nitrico 1M, enxaguada com agua Milli-Q em abundéancia,

e secas em estufa a 90 °C.

Producao da Proteina e Preparagdao do Homogeneizado Celular Clarificado

A clonagem da fusdo CBM9-GFP e a producgdo da proteina foram descritas
detalhadamente por KAVOOSI et al., (2004). Resumidamente, culturas de E. coli
BL21 contendo o plasmideo pET28-GFP ou pET28-CBM9-GFP foram cultivadas
overnight e diluidas 100 vezes em meio de extrato de levedura, triptona e fosfato

(TYP) suplementado com 50ug/mL de canamicina. As cultura celular foi mantida a
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37°C até atingir densidade optica (DO) a 600 nm de 1,0, e a produgéo protéica foi
induzida pela adigdo de isopropil-1-tio-p-D-galactose (IPTG) 0,3mM. A cultura foi
mantida a 30°C por um periodo de 10-12h. As células foram removidas por
centrifugagdo (8500g/20 min/4°C) e ressuspendidas em tampéo de cloreto de sodio
1M e fosfato de potassio 50mM, pH 7,0 e rompidas por duas passagens
consecutivas em prensa francesa (pressdo de 21.000 Ib in?). Os fragmentos
celulares forma removidos por centrifugagao (27.000g/30 min/4°C), resultando em

lisado celular clarificado que foi utilizado nos experimentos subsequentes.

Determinagao da Concentragao de CBM9-GFP por Fluorimetria

A determinacéo das concentragbes de CBM9-GFP em solugdes aquosas de
tensoativo foi determinada por fluorimetria em um espectrofluorimetro QuantaMaster
(Photon Technology Int., Inc., NJ). O comprimento de onda de excitagdo foi de
395nm e o comprimento de onda de emissdo foi de 508nm. CBM9-GFP pura,
preparada como descrito por KAVOOSI e colaboradores (2004), foi utilizada para
determinagao de curvas de calibracdo. Especificamente, solu¢cdes de concentracdes
conhecidas de CBM9-GFP e de tensoativo (semelhantes aquelas encontradas nas
fases rica e pobre em micelas) foram analisadas por fluorimetria, e curva de
calibragéo utilizando valores de fluorescéncia e concentragdo de CBM9-GFP foi
construida. As curvas de calibragdo apresentaram comportamento linear, e a
exatidao dos ensaios foi confirmada pelas medidas das concentragbes de proteinas

em ambas as fases do sistema micelar e pelo balango de massa total do sistema.

Determinacao da Concentragcao Total de Proteinas
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A concentracao de proteinas totais foi determinada através do método BCA
(bicinchoninic acid) (BCA) (SMITH et al., 1985). Este método é baseado na reagao
entre as ligagdes peptidicas na regido de quatro aminoacidos em particular (cisteina,
cistina, triptofano e tirosina) com moléculas de cobre Cu?*, formando Cu®, que gera
um complexo roxo na presenga de BCA. Este complexo é soluvel em agua e
absorve fortemente em 562nm. Os ensaios foram conduzidos seguindo o guia do
fabricante. A curva de calibragao foi determinada utilizando albumina de soro bovino
(BSA) como padrao. A fase rica em micelas ndo pdde ser analisada por este método
pois a concentracao de tensoativo € elevada (10%) e extrapola a concentragao
permitida pelo ensaio (até 5%). Portanto, a concentragao total de proteinas na fase
rica em micelas foi calculada pela subtragdo da concentragao total de proteinas na

fase pobre em micelas do total de proteinas do homogeneizado celular.

Determinagao do Diagrama de Fases do Tensoativo C1(G4 através do Método

do Ponto de Névoa

O diagrama de fases do tensoativo C10G4 na presenca de homogeneizado
celular clarificado foi determinada pelo método do ponto de névoa (BRIGANTI et al.,
1991; NIKAS et al., 1992). Trés concentragdes distintas de homogeneizado celular
(diluido 5x, 10x e 40x) foram adicionadas a solugbes de tensoativo em
concentracdes conhecidas (5%) e colocadas em banho de agua com controle de
temperatura (+ 0,02 °C). Agitador magnético foi utilizado para garantir que o sistema
fosse mantido homogéneo quanto a temperatura e a concentragao. Inicialmente a
temperatura foi reduzida para que o sistema exibisse uma fase unica homogénea.
Em seguida a temperatura foi lentamente aumentada até que a solugao ficasse turva

(ponto de névoa) indicando separagao de fases. O procedimento foi repetido 3 vezes
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para garantir reprodutibilidade. A concentragdo de C1 G4 em cada uma das fases
coexistentes, em determinada temperatura, pode ser lida através do diagrama de

fases (Figura 7.1).
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Figura 7.1. Diagrama de fases para o sistema CyGi/tampdo na presenca e
auséncia de homogeneizado celular. Os quadrados (m) e tridngulos (A) cheios
representam pontos de névoa determinado experimentalmente para a fase rica e
pobre em micelas, respectivamente. Os circulos (o), quadrados (o) e cruzes (x)
representam pontos de névoa determinados experimentalmente para o sistema
C1Gi/tampédo na presenga de homogeneizado celular diluido 5x, 10x e 40x,
respectivamente. O erro experimental para os pontos de névoa ¢ de 0,1°C (contidos
nos simbolos devido a escala). A linha cheia (—) e linha pontilhada (---) representam
a melhor curva contendo os pontos determinados experimentalmente na auséncia
de lisado celular (LAM et al., 2004). A regido de duas fases coexistentes, de uma
fase homogénea e a linha de amarracéo (29°C) estdo indicadas.

Particao da CBM9-GFP no Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas

Solugcdes tamponadas, de volume final 3mL, foram preparadas em tubos de
ensaio graduados. A concentragéo final de tensoativo foi de 0,05g C10G+/g total (5%)
e a ela foi adicionado o homogeneizado celular diluido. As solugdes resultantes

foram homogeneizadas e colocadas em um banho termorregulado a 29°C. A relagdo
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entre os volumes das fases foi 1:1, que também confirma a precisdo da curva de
coexisténcia ou diagrama de fases (ver Resultados e Discussao). As solugbes foram
mantidas nessas condigbes até atingir equilibrio de particao entre as fases (6h).
Apds equilibrio de particdo, as duas fases coexistentes foram amostradas
separadamente com auxilio de seringas e agulhas descartaveis. A concentragédo de
CBM9-GFP e de proteinas totais foram determinadas como descrito anteriormente

no item 7.2. Cada ensaio de particao foi repetido 3 vezes.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes dos ensaios de particdo, a concentragdo de CBM9-GFP e a
concentragéo de proteinas totais do homogeneizado celular foi determinada por
fluorimetria e pelo kit BCA, respectivamente. A concentragdao de CBM9-GFP foi de
1,81 + 0,08mg CBM9-GFP/g total (em que g total é a massa final do sistema
preparado) e a concentragdo de proteinas totais foi de 25,7 + 0,4 mg de proteinal/g
total. Devido a alta viscosidade e turbidez o lisado celular puro nao foi estudado pela
impossibilidade de se determinar um ponto de névoa descrito em Material e
Métodos. Especificamente, ndo foi possivel determinar o ponto de névoa com
precisdo, pois a transi¢do limpido/turvo sofreu interferéncia da turbidez do lisado
celular. Apés particao do lisado celular puro nao foi possivel amostrar cada uma das
fases por causa da viscosidade. Por estes motivos os ensaios foram realizados com
homogeneizado celular diluido. Para avaliar a interferéncia dos niveis de diluicdo do
lisado celular no comportamento do diagrama de fases e na particdo do CBM9-GFP,
trés niveis de diluigdo (5x, 10x e 40x) foram investigados.

O comportamento do diagrama de fases dos sistemas micelares € muito

sensivel a presenca de impurezas (BALZER E LUDERS, 2000), e por este motivo se
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fez necessaria a investigacao da influéncia da adicao de um componente complexo
nas solugdes de C1oG1. O diagrama de fases do tensoativo puro e aquele mapeado
na presenca de lisado celular nas trés concentragcdes escolhidas é apresentado pela
Figura 7.1. A curva de coexisténcia experimental, assim como os dados gerados
pelo modelo tedrico, na auséncia de homogeneizado celular (determinado por LAM
et al., 2004) também estdo representados para fins de comparagdo. Como é
possivel observar a posi¢cado da curva de coexisténcia em presenca e auséncia de
lisado celular (nas trés concentragdes consideradas) ndo sao distinguiveis. Tal
resultado apesar de inesperado pode ser confirmado pela razdo de volume das
fases, que pode ser previsto com precisdo pela linha de amarragdo tragcada no
grafico (LAM et al., 2004). Especificamente, para os trés ensaios de particao
considerados, a razao entre os volumes das fases foi de 1:1, como esperado a 29°C,
para uma concentragao de tensoativo de 5%.

O comportamento da particdo da proteina alvo CBM9-GFP pode ser
quantificado em termos de coeficiente de particédo, definido por:

[CBM9-GFP],
[CBM9-GFP],

(M

K CBM9-GFP —

em que [CBM9-GFP], e [CBM9-GFPJs; s&o as concentragbes medidas de CBM9-
GFP nas fases rica em micelas (o) e pobre em micelas (), respectivamente. Para
quantificar a eficacia do método de separacdo na remocao de impurezas €
interessante definir o coeficiente de particdo das proteinas totais que provém do
lisado celular da célula hospedeira, Kysp:

Ko = [P], —[CBM9-GFP], .
[P], ~[CBM9-GFP],
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em que [P], e [P]s sdo as concentra¢des de proteinas totais nas fases rica e pobre
em micelas, respectivamente. Os resultados dos ensaios de particdo, Kcamo-cep €
Kusp, estdo apresentados nas Figuras 7.2 e 7.3, respectivamente.

Na Figura 7.2, os coeficientes de particdo (determinados experimentalmente)
correspondentes as trés concentragbes de homogeneizado celular estudadas estao
representados e comparados com o valor do coeficiente de particdo do conjugado
CBM9-GFP puro (LAM et al., 2004). Nas mesmas condigdes experimentais (29°C,
5% C10G1), os coeficientes de particdo determinados para as trés concentragdes de
homogeneizado celular sdo semelhantes estatisticamente (Kcsmo-cep ~ 3). Valores de
coeficiente de particdo maiores que 1 demonstram a eficiéncia do conceito de
particdo modulada por afinidade entre a molécula alvo e o tensoativo, pois o par
CBM9-GFP foi extraido preferencialmente para a fase superior, rica em micelas,
contrariando as forgas de volume de exclusdo que representariam a maior influéncia
na particio de biomoléculas que seriam excluidas para a fase pobre em micelas
devido ao tamanho (LIU et al., 1995; LUE E BLANKSCHTEIN, 1996; NIKAS et al.,
1992). Alem disso, o resultado de coeficiente de particdo (Kcsme-cep) Similar
observado nas diluicbes estudadas de lisado celular sugerem que os ligantes de
afinidade disponiveis na superficie do tensoativo ainda ndo estejam saturados, e que
seriam efetivos para utilizacdo em sistemas com maior concentracdo da proteina
alvo. O fato dos valores de coeficiente de particdo obtidos para o homogeneizado
celular serem comparaveis aqueles obtidos para o par CBM9-GFP puro é
encorajador do ponto de vista pratico, pois demonstra que a presenga de
homogeneizado celular ndo interfere com a extragdo da proteina alvo por afinidade.
O valor do coeficiente de particdo da proteina CBM9-GFP ¢é independente da

presenca de impurezas de modo que o modelo tedrico desenvolvido para descrever
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a particdo de proteinas puras em sistemas micelares de duas fases aquosas por
afinidade (LAM et al., 2004) pode ser aplicado e validado para uma mistura

complexa.
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Figura 7.2. Coeficientes de particdo da proteina alvo CBM9-GFP (Kcsme-cep)
determinados experimentalmente em trés niveis distintos de diluicdo (40x, 10x e 5x).
O valor de Kcam-crp corresponde a particdo da proteina pura (LAM et al., 2004), nas
mesmas condi¢gdes experimentais (29°C, 5% C10G+). As barras de erro representam
95% de intervalo de confianga para as medidas.

Os coeficientes de particdo das proteinas provenientes da célula hospedeira,
Kusp, estao representados na Figura 7.3. Ao contrario do que se observa no caso de
coeficientes de particdo da proteina alvo (Figura 7.2), ha maior variagdo nos valores
de Kusp nas diferentes concentragdes de lisado celular, Kysp no homogeneizado
celular diluido 40x apresentou menor valor (0,49 + 0,15), seguido de Kysp NO
homogeneizado celular diluido 10x apresentou valor (0,65 + 0,06), € Kysp NO
homogeneizado celular diluido 5x apresentou valor (0,99 + 0,09). A principio

esperava-se que a particido de componentes hidrofilicos da célula hospedeira fosse

preferencialmente para a fase pobre em micelas devido as interacdes relacionadas
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ao volume de exclusao entre as proteinas e as micelas, resultando em coeficiente de
particdo menor que 1. Considerando que uma quantidade grande de componentes
hidrofobicos foi removida com os fragmentos celulares maiores na centrifugacéao, a
maioria das proteinas remanescentes da célula hospedeira deveria apresentar
carater hidrofilico. No entanto, baseado em conceitos de volume de exclusao, pode-
se esperar que o coeficiente de particdo, Kysp, fosse menor que 1, o que realmente
acontece para os casos de homogeneizado celular diluidos 10 e 40x (Figura 7.3). Do
ponto de vista pratico, pode-se concluir que o método de separacgéo foi capaz de
remover a proteina lavo para a fase rica em micelas (Kcamo-crr > 1) € a0 mesmo
tempo removeu a maioria das proteinas provenientes da célula hospedeira para a
fase pobre em micelas (Kusp < 1). Devido a complexidade do lisado celular, e da
impossibilidade de se utilizar o método de BCA para determinar a concentragao
individual de proteinas provenientes da célula hospedeira nao foi possivel se
determinar rigorosamente a variagdo no Kysp nas trés concentragdes de lisado

celular estudadas.

1.20

1.00 |

—H

0.80 |

0.60 |

Kysp

0.40 |

——
HH

0.20 |

0.00
Lisado Celular Lisado Celular Lisado Celular

Diluido 40x Diluido 10x Diluido 5x

Figura 7.3. Coeficientes de particdo das proteinas provenientes do lisado celular
(Kusp) determinados experimentalmente em trés niveis distintos de diluicdo (40x, 10x
e 5x), nas mesmas condi¢des experimentais (29°C, 5% C1G1). As barras de erro
representam 95% de intervalo de confianga para as medidas.
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7.4 CONCLUSOES

Nesse artigo, extracdo de biomolécula alvo, diretamente do lisado celular, foi
demonstrada através de ligantes de afinidade. A separacao efetiva da molécula alvo
CBM9-GFP do homogeneizado celular foi obtida empregando sistema micelar de
duas fases aquosas formado apenas por um tensoativo, C19G4, que desempenhou
dois papéis importantes de tensoativo formador das duas fases coexistentes e como
ligante de afinidade.

Para avaliar o efeito dos niveis de diluigdo do lisado celular no diagrama de
fases e na particdo da proteina-alvo, trés diluicbes de homogeneizado celular foram
investigadas (5%, 10x e 40x). O coeficiente de particdo da proteina alvo (Kcsme-crp)
foi independente da concentracao de lisado celular e estatisticamente semelhante ao
valor obtido para a proteina pura CBM9-GFP (LAM et al., 2004). Estes resultados
demonstram que a presenga de componentes da célula hospedeira nao interferiram
com a particdo da proteina-alvo, e que o sistema seria efetivo para utilizagdo em
ensaios com maiores concentragdes de proteina, indicando assim que aumento de
escala é viavel. As proteinas provenientes da célula hospedeira particionaram
preferencialmente para a fase pobre em micelas, onde ha maior volume livre e
menos interacdes estéricas ou de volume. E importante destacar que a maior
variacdo nos valores de coeficiente de particdo de proteinas provenientes da célula
alvo foram observadas em concentracdes maiores de lisado celular.

Em conclusdo, a extracdo de particdo de proteinas por afinidade diretamente
do homogeneizado celular em sistema micelar de duas fases aquosas representa o
primeiro esforgco para o desenvolvimento de um processo de boa relagdo custo-

beneficio na separagdo e purificagdo da proteina GFP, e por conseguinte este
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conceito podera ser empregado na extragdo de outras proteinas ou biomoléculas de

interesse.
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CONCLUSOES

Desinfetantes liquidos sdo empregados no mundo todo devido ao seu custo-
beneficio. Em ambiente hospitalar o agente escolhido deve ser de facil manuseio e
sem efeitos toxicos. O mal uso de solugcbes desinfetantes pode desenvolver
resisténcia dos microrganismos patogénicos. Faz-se necessario reforgar que mesmo
os melhores programas de limpeza, desinfecgao e esterilizagdo podem promover
infecgdes, caso ndo sejam realizados com eficiéncia, evidenciando a importancia de
treinamentos e a implantacdo de medidas de controle e avaliacdo periddicas. Um
processo de desinfeccdo eficaz depende da selegédo correta de agentes quimicos

em associacdo com um procedimento adequado de aplicagio.

Agua utilizada em centros de saude e industrias farmacéuticas deve ser
analisada periodicamente como medida preventiva contra a contaminagdo por
microrganismos, facilitando assim melhorias no sistema de tratamento e purificagéo.
Andlise de agua para bactérias heterotroficas, como Pseudomonas, € importante
para a prevengao da formacéao de biofilme e redu¢ao da concentragao de pirogénio.

A correlagédo entre perda de fluorescéncia e redugao de viabilidade celular
observada encoraja a utilizagdo da proteina verde fluorescente como bioindicador
em tempo real para validacao da eficacia anti-microbiana.

Para possibilitar a utilizagcdo desta proteina como indicador biologico €
fundamental que os processos de producdo, extracdo e purificacdo tenham seus
custos reduzidos. Para tal a extracido de biomolécula-alvo, diretamente do lisado
celular, foi demonstrada através de sistema micelar de duas fases aquosas formado
apenas por um tensoativo.

Estes resultados demonstram que a presenga de componentes da célula

hospedeira nao interferiram com a particdo da proteina-alvo, e que o sistema seria
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efetivo para utilizacdo em ensaios com maiores concentracbes de proteina,
indicando assim que aumento de escala € viavel.

A extracdo de particio de proteinas por afinidade diretamente do
homogeneizado celular em sistema micelar de duas fases aquosas representa o
primeiro esfor¢go para o desenvolvimento de um processo de boa relagdo custo-

beneficio na separagao e purificagao da proteina GFP.
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