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Resumo

Tem havido um grande esfor¢co da parte da indudstria téxtil no desenvolvimento de novos
materiais téxteis multifuncionais, entre eles, os téxteis antimicrobianos despertaram grande interesse
sendo vista uma grande potencialidade nestes produtos, que para além de protegerem o téxtil,
protegem ainda o consumidor. Com o intuito de obter produtos cada vez mais eficientes, duradouros
e seguros, ja se desenvolveram uma grande variedade de fibras, téxteis e acabamentos
antimicrobianos que diferem entre si em termos de actividade bioldgica, desempenho e durabilidade.
Foram desenvolvidos diversos testes qualitativos e quantitativos para avaliar a actividade
antimicrobiana em materiais téxteis. Este trabalho cientifico teve como objectivo a continuacdo do
trabalho de anélise das técnicas de avaliagdo da actividade antimicrobiana iniciado em 2007, onde se
fez uma descricdo detalhada das técnicas qualitativas, tanto a nivel tedrico como a nivel pratico.
Neste projecto, foram alvo as técnicas avancadas quantitativas, que permitem a obtencdo de
resultados mais rigorosos. A falta de um documento onde séo expostos as varias normas usadas no
mundo inteiro incentivou este trabalho, fez-se uma comparacdo entre elas e realizaram-se em
laboratorio, com o objectivo de obter um documento que sirva de guia para posteriores investigacdes
nesta area. Neste mesmo projecto foram usadas amostras comerciais de referéncia para comparacao
de resultados, e amostras cedidas pelo Departamento de Ciéncias e Tecnologia Téxteis da
Universidade da Beira Interior para uso em ambiente hospitalar. As amostras provenientes da
investigacdo do D.C.T.T. da UBI ndo mostraram actividade antimicrobiana nos testes qualitativos de
difusdo em agar, mas mostrou alguma actividade antibacteriana num dos testes quantitativos. Com
uma amostra tratada com o antimicrobiano Ultra-fresh (guardada durante dois anos) obtiveram-se
excelentes resultados em todos os testes efectuados.
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Abstract

There has been a great effort from the textile industry to develop new multifunctional textile
materials, among them the antimicrobial textile aroused great interest and great potential for these
products, which in addition to protect the textile, protect the consumer too. In order to obtain more
efficient products, durable and safe, it has been developed a variety of fibers, textiles and
antimicrobial finishes that differ in terms of biological activity, performance and durability. Several
tests were developed to evaluate the antimicrobial activity of textile materials, qualitative and
quantitative. This scientific work was intended to continue the work of analysis techniques for
evaluating the antimicrobial activity on textiles started in 2007, which gave a detailed description of
qualitative techniques, both theoretical and practical level. In this project, were focused on
quantitative techniques, which allow obtaining more accurate results. The lack of a document where
they are exposed to various standards used worldwide encouraged this work, there was a comparison
between them and were held in laboratory with the aim of obtaining a document that serves as a
guide for further investigations in this area. In this project were used commercial samples as
reference for results comparison, but also samples from the Textile Science and Technology
Department, of Universidade da Beira Interior — Covilhd-PT for medical use. Samples from the
investigation of DCTT of UBI showed no antimicrobial activity on agar diffusion qualitative tests,
but showed some antibacterial activity in the quantitative tests. A sample treated with Ultra-fresh
(stored for two years) antimicrobial treatment obtained excellent results in all tests.
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Siglas e Abreviaturas

E. coli - Escherichia coli

K. pneumoniae - Klebsiella pneumoniae

S. aureus - Staphylococcus aureus

AATCC - American Association of Textile Chemists and Colorists
ISO - American Association Standardization Organisation
ASTM - American Society for Testing and Methods

JIS - Japan International Standard

p.ex. - por exemplo

CFU - Colony-forming unit

TSA - Tryptone soya agar

TSB - Tryptone soya broth

D.C.T.T. - Departamento de Ciéncias e Tecnologia Téxteis

UBI — Universidade da Beira Interior
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Justificacao do trabalho

A indUstria téxtil apresenta-se cada vez mais competitiva e agressiva, com as marcas,
fabricantes e retalhistas a disputarem as preferéncias dos consumidores. Neste contexto, verifica-se
por parte do consumidor, cada vez mais exigente, uma crescente procura de bem-estar, conforto,

funcionalidade e seguranca; nem sempre preocupado com 0 prego a pagar por isso.

Uma ultima geracdo de materiais fibrosos, oferece j& algumas das caracteristicas desejadas
pelos consumidores, contudo é importante acompanhar este mercado e tentar desenvolver produtos
mais eficientes com maior valor comercial para poder marcar posicdo no mercado de producdo de

téxteis funcionais.

Para 0 desenvolvimento de novos materiais téxteis funcionais, € essencial poder testar o seu
desenpanho. A Andlise da actividade antimicrobiana em materiais téxteis envolve técnicas elaboradas
de mic\robiologia, muitas vezes mal aplicadas por técnicos e engenheiros da &rea da tecnologia téxtil.

Esta tese ird servir de guia para elaboracdo de testes de analise de desempenho antimicrobiano

de téxteis, para auxiliar futuras investigagdes neste tema.
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1. Fundamentos tedricos

1.1.Introducéo historica

A aplicagdo de agentes antimicrobianos em téxteis é feita desde da antiguidade, quando o0s
egipcios usavam especiarias e ervas para preservar mumias. Os agentes antimicrobianos naturais

eram usados para inibir o crescimento de bactérias e bolores nos tecidos (Akira A., 1995; Hiroko K., 1990).

Durante a segunda guerra mundial, os tecidos de algodao eram frequentemente usados para
tendas e recobrimentos de camides. Estes tecidos precisavam de ser protegidos do desgaste causado
pelo ataque microbiano (Akira A., 1995). No inicio da década de 1940, o Quartermaster Crops da
armada americana recolheu e compilou dados sobre fungos, leveduras e algas isoladas de téxteis
provenientes de areas tropicais e subtropicais de todo o mundo. O “Conton duck”, o “webbing” e
outros tecidos militares foram tratados com misturas de sais clorados, sais de cobre e antimonio que
endureceram as telas e lhes ddo um odor peculiar. Neste tempo, os efeitos poluentes da aplicacéo

destes materiais e a sua toxicidade ndo eram levadas em consideragé&o.

Apobs a segunda guerra mundial, na segunda metade da década de 50, usaram-se fungicidas
nas telas de algodao, compostos tal como sais de 8-hydroxygiunoline, o naftenato de cobre, o fluoreto
de amdnio de cobre e fenois clorados. Tanto 0 governo como a indUstria tornaram-se mais cientes da

poluicdo ambiental causada por estes compostos.

Pesquisaram-se produtos alternativos. Um trabalho consideravel foi feito pelo Southern
Regional Research Laboratory of the US Department of Agriculture, the Institute of Textile
Technology (ITT), no intuito de modificar o algod&o de modo a atribuir-lhe maior resisténcia e outras
propriedades através da actetilacdo e ciano etilagdo do algodéo.

Estes tratamentos ndo foram bem aceites no mercado devido ao seu alto custo € a perda de
resisténcia do téxtil no processo. Além disso o crescimento do uso de fibras sintéticas tais como o
nylon, acrilicos e poliésteres, que tém uma resisténcia inerente a degradagdo microbiana, vieram
substituir o algoddo em muitos téxteis industriais. A prevengdo de ataques microbianos em téxteis
tem vindo a ser cada vez mais importante para os consumidores e produtores de téxteis. O interesse
em tratamentos antimicrobianos para téxteis tem aumentado nos Gltimos anos. Os grandes grupos de

agentes anti-microbianos para téxteis incluem os organometéalicos, fenois, sais de amonio quaternario
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e organosilicones. Para ser bem sucedido no mercado, estes tratamentos tém de ser durdveis e ter uma
actividade selectiva contra certos organismos indesejados (Yang Y., 2000). S&0 requeridos aos agentes
antimicrobianos seguranca, ndo-toxicidade e biodegradabilidade, e os ingredientes activos usados nos
tratamentos antimicrobianos tém de ser registados apds ter sido demonstrado a seguranga no seu uso

(Seong HS, 1999).

O primeiro material téxtil antimicrobiano foi desenvolvido em 1867 por Lister que demonstrou
a relacdo entre o material téxtil e as infeccbes. Actualmente, estudos de infecgdes fatais ocorridas em
hospitais provocadas por bactérias como Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa,
demonstram que 0s materiais téxteis sdo um vector na proliferacdo microbiana e na transferéncia de
agentes patogénicos (Sun et al., 2001). Assim sendo, os materiais téxteis antimicrobianos séo relevantes
no sector hospitalar como medida preventiva da transferéncia e desenvolvimento dos microrganismos

patogeénicos e consequentes infeccoes.

1.2.Microrganismos nos materiais téxteis

As espécies presentes nos materiais téxteis sdo essencialmente bactérias e fungos (Akira et al.,
2004). As bactérias sdo seres microscopicos, com um comprimento ou didmetro normal de 1 a 2pm.
As suas estruturas interiores sdo dificilmente visiveis e ndo possuem membrana nuclear, uma
caracteristica essencial das algas, dos protozoarios e dos fungos, bem como das células dos
organismos superiores. As bactérias 0s primeiros organismos patogénicos a ser identificados, embora
actualmente os microbiologistas reconhecam existir fungos, virus e protozoarios igualmente
patogénicos. As bactérias sdo 0s Unicos seres que possuem uma parede celular feita principalmente
de um polissacarideo combinado com proteinas (Asimov, 1987). Essencialmente sdo conhecidas trés
formas de bactérias, os bacilos, os cocos e os vibribes. Geralmente, quando as bactérias se
multiplicam, desenvolvem-se até ao tamanho maximo e dividem-se em duas células. Algumas sdo
capazes de se mover, outras formam esporos, conseguindo resistir ao aquecimento e a desidratac&o.
Nas bactérias ndo ocorre a reproducao sexuada, embora exista conhecimento de haver em algumas
estirpes um tipo primitivo de unido sexual. A maioria das bactérias é heterotréfica, dependem da

matéria organica como fonte de carbono (Miquel et al., 2003).

Existem duas classes de bactérias, as Gram-positivas e as Gram-negativas, de acordo com a

presenca de uma ou duas membranas celulares, respectivamente (Figura 1). Esta classificacdo advém
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do nome do patologista Danés Gram, que em 1884, encontrou um método para distinguir as diversas
estruturas das membranas celulares das bactérias (Miquel et al., 2003).

Nucleus
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(syn. nucleoid) \ ‘
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murein " Otiter
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Figura 1 - Estrutura morfoldgica das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (Kayser, 2005)

Na pele humana encontram-se maioritariamente bactérias Gram-positivas, como as espécies
Staphylococcus e Corynebacterium. As bactérias Gram-negativas, como a Escherichia coli, habitam
principalmente no intestino grosso. O estudo da estrutura e metabolismo dos fungos € importante
para 0s microbiologistas. O solo normal é rico em fungos de pequenas dimensdes e com a forma de
pequenos filamentos, que tém varias semelhangcas com as plantas. Crescem em filamentos, que
posteriormente se ramificam e se propagam através da formacao de esporos. Estes microrganismos
séo relevantes sobretudo nos materiais téxteis em contacto com o solo. No caso da roupa interior, as

leveduras assumem muitas vezes o papel de agentes contaminantes que podem provocar infecgoes
(Miquel et al., 2003).

1.3.Mecanismo de degradacao microbioldgica de fibras

O crescimento microbiano nos materiais téxteis depende, naturalmente, da disponibilidade das
substancias nutritivas, nos materiais téxteis e das condi¢cbes ambientais apropriadas. As fibras
celulésicas constituem um oOptimo local para a proliferagdo antimicrobiana pelas suas inerentes
caracteristicas hidrofilicas. A biodegradacdo da celulose (1,4-B-D-glicose) resulta da accdo de

enzimas de hidrolise da celulose produzidas por bactérias e fungos. Na celulose, as vérias unidades
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de glicose constituem longas cadeias antiparalelas alinhadas em microfibrilas. As ligacGes laterais
das moléculas estabelecidas por pontes de hidrogénio permitem a formagdo de regides cristalinas
altamente ordenadas, no interior das microfibrilas, enquanto nas regibes amorfas, ndo existe
ordenamento. Durante o ataque microbiano, actuam trés tipos de enzimas que hidrolisam a celulose
de forma a libertar a glicose, que é usada como fonte de carbono para o desenvolvimento dos
microrganismos. Primeiro, a exoglucanase ou celobiohidrolase, quebra residuos dissacarideos
(celobiose) de uma forma concertada, nas moléculas terminais ndo redutoras na regido cristalina da
celulose. De seguida, a endoglucanase quebra os oligossacarideos da regido amorfa da celulose,
duma forma aleatéria permitindo depois a uma terceira enzima B-D-glucosidase, hidrolisar a
celobiose, celotriose e em menor escala alguns oligossacarideos da glicose. A quebra hidrolitica da
celulose no algodao ou noutras fibras naturais, é contudo, dependente da destruicdo da cuticula. S6
posteriormente a degradacdo dessa camada € que ocorre a destruicdo da celulose. As enzimas
microbianas, que atacam a cuticula podem ser utilizadas tecnologicamente para alterar algumas das
propriedades dos materiais celuldsicos. Contudo, o efeito principal destas enzimas é a diminuicéo do
grau de polimerizacdo, com alteragdes a nivel da estrutura quimica e consequente diminuicdo na

resisténcia mecanica dos materiais (Kotowa et al., 2004).

O grau de degradacéo depende largamente do grau de cristalinidade da celulose uma vez que a
regido amorfa é mais facilmente atacada relativamente a regido cristalina. Factores como grau de
orientacdo e o angulo segundo o qual as fibrilas estdo posicionadas em relagdo ao eixo da fibra,
também afectam o processo de deterioracdo. As fibras de celulose com um elevado grau de
orientacdo sdo menos susceptiveis ao ataque microbiano. Contudo, a estrutura e morfologia da fibra,
as diferencas no comprimento da cadeia e na variacdo de hemiceluloses, ceras, pectinas e outras
substancias ndo celuldsicas, sdo determinantes no desenvolvimento microbiano. Essas substancias

sd0 mais susceptiveis ao ataque microbiano, uma vez que, facilitam a entrada dos microrganismos.

A destruicdo superficial dos materiais téxteis pelos microrganismos é evidenciada pela
descoloracdo e formacdo de odores desagradaveis. A descoloracdo pode resultar de substancias

excretadas pelos microrganismos.

O ataque pelas bactérias processa-se desde a superficie da fibra até ao seu interior e est
directamente relacionado com elevados niveis de humidade. Das espécies mais comuns realcam-se a
Cytophaga, Cellulomonas, Cellvibrium, Bacillus, Clostridium e Sprocytophaga. No que diz respeito
aos fungos, apds remoc¢do da cuticula, estes penetram através da parede secundéria até ao lumen,

local onde se desenvolvem. No algodao, a infecgdo fungica inicia e expande-se totalmente nas fibras.
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Os esporos alcangam o lumen da fibra e por quebra da parede originam um crescimento de hyphaes,
ocorrendo a formacdo de mycelium no interior do limen. O crescimento do mycelium no interior da
fibra, segrega enzimas hidroliticas que provocam destrui¢cdo, dando origem a nova formacdo de
esporos num outro local da superficie da fibra, conduzindo a destruicdo total das fibras de algodé&o.
Entre os fungos envolvidos na degradacdo dos materiais celuldsicos, destacam-se como mais activos
0os de tipo Chaetomium, Memnoniella, Stachybotrys, Verlicillium, Alternaria, Trichoderma,
Penicillium e Aspergillus. Os dois ultimos sdo significativamente importantes, uma vez que incluem
espécies que se desenvolvem em condicGes de fraca humidade relativamente a outros fungos
celuliticos. Sob condi¢cBes de mau armazenamento, a &gua produzida pelo metabolismo dessas
espécies menos exigentes provoca 0 aumento do grau de humidade do material, dando origem a

incrementacao do nivel de espécies que provocam degradacdo (Kotowa et al., 2004).

1.4.Compostos antimicrobianos nos materiais téxteis

Os materiais téxteis sdo um excelente meio para a proliferacdo de microrganismos,
particularmente bactérias e fungos, devido ao facto de permitirem a retencdo ou agirem como fonte
de nutrientes para estes seres vivos. Calcado, vestuario desportivo e interior sdo substratos perfeitos
para o crescimento bacteriano e fangico, uma vez que, sdo simultaneamente meios hdmidos e
aquecidos. Materiais sujeitos a exposicdo exterior prolongada, como “outdoors”, toldos, téxteis-lar,
cortinas, vestudrio de proteccdo, geotéxteis, entre outros, também reinem todas as condicOes

necessarias ao bom desenvolvimento dos microrganismos.

As fibras naturais como o algodéo, o linho e a 1a sdo mais susceptiveis ao ataque microbiano
que as sintéticas, devido a sua estrutura porosa e hidrofilica que retém agua e oxigénio, actuando
como fonte alimentar dos microrganismos. Apesar das fibras celuldsicas ndo constituirem uma fonte
alimentar directa dos microrganismos, determinados fungos e bactérias segregam enzimas que
convertem por hidrolise a celulose em glicose (Purwar et al., 2004). No entanto, as fibras sintéticas,
apesar da sua hidrofobicidade, ndo s&o totalmente imunes ao ataque microbiano, nomeadamente, as
fibras de poliuretano e alguns revestimentos também podem sofrer degradacdo. Existem ainda
produtos de tratamento adicionados durante o processo de fabrico das fibras sintéticas que

contribuem para o desenvolvimento microbiano.

A proliferacdo microbiana provoca nos materiais téxteis inimeros inconvenientes,

nomeadamente, perda de resisténcia e de alongamento das fibras assim como, descoloragdo e
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alteracbes no aspecto ou degradacdo do material. O desenvolvimento dos microrganismos tem
também inconvenientes para o proprio utilizador do material. Os microrganismos metabolizam o suor
e a urina, por exemplo, e provocam a formacdo de substancias que causam mau odor, irritacfes e
mesmo infecgdes ao consumidor. O metabolismo da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus,
por exemplo, esta associado a formacdo do &cido 3-metil-2-hexenoico, responsavel pelo odor do
corpo humano e a bactéria Gram-negativa Proteus vulgaris é reconhecida pelo metabolismo de ureia
a amonia. Assim, o tratamento antimicrobiano nos materiais téxteis tornou-se crucial no combate a
proliferacdo antimicrobiana, permitindo a inibicdo da degradacdo dos materiais téxteis e reducdo da

formagé&o dos maus odores.

1.5.Requisitos para um tratamento antimicrobiano

A crescente utilizacdo de materiais antimicrobianos levou a que os critérios de exigéncia para
um tratamento que lhe confira esta propriedade tenham vindo a ser alterados, enfatizando a eficiéncia
e a durabilidade.

Uma vez que a velocidade de desenvolvimento dos microrganismos é normalmente elevada,
em condigdes adequadas, um tratamento antimicrobiano devera actuar rapidamente, de forma a ser
eficaz (Schindler et al., 2005). Para alguns materiais téxteis é exigido um elevado nivel de eliminacdo
dos microrganismos, requerendo um agente antimicrobiano de largo espectro de actividade. Para
outros, € suficiente uma reducdo de microrganismos activos. Dependendo do tipo de aplicacdo, a
eliminacdo dos microrganismos pode ser lenta (horas), ou rapida (segundos). E o caso, por exemplo,
de uma cortina separadora usada nos hospitais. Aqui a eliminacdo dos microrganismos devera ser
lenta, e apresentar um largo espectro de actividade, mantendo a sua actividade durante varios meses.
Por outro lado, em materiais como batas cirirgicas, a eliminacdo dos microrganismos deve ser
rapida, com largo espectro de actividade, mas a durabilidade da actividade pode ser mais reduzida
(uma semana), uma vez que na lavagem a actividade pode ser novamente aplicada ou regenerada
(Michielsen et al., 2004).

Os compostos antimicrobianos a ser aplicados aos materiais téxteis, devem ser eficientes no
que diz respeito a sua actividade antimicrobiana em baixas concentragcdes, com amplo espectro de
actividade antimicrobiana e actuar selectivamente em microrganismos indesejaveis. Devem ainda,
cumprir os requisitos exigidos por entidades reguladoras, de forma a serem inofensivos para o

produtor e consumidor, e apresentarem um reduzido impacto ambiental. Estes compostos tém ainda
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de ser faceis de aplicar, compativeis com outros processos quimicos envolvidos no tratamento téxtil,
de baixo custo e ndo afectar negativamente as propriedades das fibras. Serem resistentes as condi¢bes
atmosféricas (luz solar, humidade) e duraveis a lavagem doméstica, a limpeza a seco e a passagem a
ferro (Ramachandran et al., 2004; Schindler et al., 2005). Outro dos critérios de selec¢do para os agentes
antimicrobianos € o seu mecanismo de accdo. A maioria dos agentes antimicrobianos actuam de
forma intracelular, e consequentemente, tém de entrar no interior da célula. Alguns, no entanto,
actuam por quebra, destruicdo ou reticulagio da parede celular, ou por aumento da sua
permeabilidade. Este tipo de agentes antimicrobianos pode actuar no exterior da célula o que permite
a sua imobilizacdo na superficie celular. O conhecimento do modo de actuacdo de um composto

antimicrobiano é um factor crucial para a sua aplicacdo no material téxtil (Michielsen et al., 2004).

Assim, um tratamento antimicrobiano para téxteis tem de cumprir 0s seguintes objectivos:
evitar a infeccdo por microrganismos patogénicos; controlar a propagagdo de microrganismos; parar
0 metabolismo em microrganismos com o intuito de reduzir a formagéo de odores e de proteger 0s

produtos téxteis de manchas, descoloracdo e deterioragdo da qualidade.

Um tratamento antimicrobianos num téxtil pode consistir na::

e Adicdo de substancias antimicrobianas & matéria-prima das fibras.
e Modificacdo envolvendo “grafting” ou outras reac¢des quimicas.

e Tratamentos de téxteis com substancias activas.

Estas substancias sdo fixadas nos materiais do téxtil ap6s um tratamento termal (tingimento,

cura) por incorporacéo nos polimeros e resinas de tratamento.

Os efeitos antimicrobianos resistentes as lavagens s@o obtidas pela incorporacdo de
microbicidas na solucdo de matéria-prima que ir4 originar a fibra, ou através da modificacdo da
prépria fibra. Como resultado, o material téxtil fica protegido contra ataques microbianos. No
entanto, é necessario que o componente activo seja levado para a célula alvo, pela dgua por hidrélise,
ou pela ruptura do material téxtil. Este € um pré-requisito importante para que o efeito

antimicrobiano seja eficaz.

Muitas das substancias activas sofrem uma reducdo da sua eficacia ou até uma desactivagédo
como resultado de uma reaccao quimica com a fibra, por isso, esta fibra tratada tem de ser misturada
com outras fibras inertes para que ndo haja este tipo de reaccGes. Devido & libertacdo de particulas
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antimicrobianos por parte da fibra tratada, esta ird perder o seu poder antimicrobiano ao longo do
tempo. Neste caso, a resisténcia as lavagens € limitada, por isso, tem havido especial interesse neste
factor, com o objectivo de prolongar o tempo de vida da fibra antimicrobiana.

Provavelmente, as substancias com ac¢do antimicrobiana mais antigas sdo 0s sais de mercurio
(Cloreto de mercurio) e prata (nitrato de prata). A introdugdo da desinfeccéo anticéptica em feridas e
ligaduras com fenol pode ser visto como dos primeiros esfor¢os para combater o grande crescimento
bacteriano em téxteis celuldsicos adicionando substincias activas. Mais tarde usaram-se fendis
clorados como o pentaclorofenol e o 2,4,6-triclorofenol em téxteis para tendas e encerrados, no
entanto estes ja ndo sdo usados devido a sua toxicidade. Os mais importantes agentes activos,
compostos de amonio quaternarios e 0s produtos baseados em acetato de fenilmercurio,
hexaclorofeno e salicilanido, encontraram uma vasta aplicagdo como tratamentos. Os tratamentos
feitos com estes produtos s&o menos efectivos na proteccdo do téxtil contra a sua decomposicao
(rotting) sob condicdes desfavoraveis, tal como altas temperaturas e humidade relativa elevada.

Existem grandes vantagens em prevenir a transmissao de organismos patogénicos, inibindo o
crescimento microbiano, em neutralizar a decomposi¢do das gorduras e a respiracdo da pele, sem
realmente interferir com a sua formagéo natural, controlando desse modo o desenvolvimento de

odores indesejaveis.

Tratamento bactericida = <4———— Tratamento antibacteriatno ——————»  Tratamento bacterioestatico

|_—

Tratamento antimicrobiano
Tratamento germicida 1 - Tratamento higiénico para téxteis para lares  ~ yasodorizante
- Tratamento antimicrobiano para téxteis técnicos.

Tratamento fungicida <+———  Tratamento antimicético =~ ———— Tratamento fungiestatico
Figura 2 - Diagrama representativo de varios tratamentos antimicrobianos (Ramachandran et al., 2004)
Os tratamentos antimicrobianos devem ser subdivididos nos seguintes tipos (ver imagem 2):

Tratamento germicida: tratamentos que destroem germes. S&o geralmente usados em

combinagdo com tratamentos anti-desgaste;
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Tratamentos higiénicos (higiene = Ciéncia que interessada na conservacdo da saude):
“sanitized finishes”. Eliminacdo de microrganismos patogénicos pela aplicacdo de
tratamentos apropriados;

Tratamento antibacterial: inclui o tratamento bactericida e bacterioestéatico;

Tratamento bactericida: tem como efeito a destruicdo da bactéria;

Tratamento bacterioestatico: tem como efeito a inibicdo do crescimento bacteriano ja
presentes sem causar a sua destruicéo;

Tratamento antimicotico: tratamento desenhado para matar ou prevenir 0 crescimento de
fungos;

Tratamento fungicida: uso de substancias activas capazes de matar fungos presentes;
Tratamento fungiestatico: uso de substancias que tém como efeito a inibi¢do do crescimento
de fungos ja presentes sem causar a sua destruicdo dos mesmo ou dos esporos;

Tratamento algicidal: o crescimento de algas no téxtil pode ser prevenido pela aplicacdo de
substancias activas especificas;

Tratamentos desodorizantes: tratamentos desenhados para prevenir o desenvolvimento de
odores indesejados;

Tratamentos anti-degradacéo: tratamentos desenhados para proteger téxteis contra a acgao

de bactérias e fungos em condicBes de armazenamento, isto é, humidade e temperaturas altas.

A finalidade de um tratamento antimicrobiano é:

Prevenir a transmissdo e propagacdo de um microrganismo patogénico;
Inibir o aparecimento de odor resultante da degradacdo microbiana;

Evitar a degradacdo da fibra resultante da decomposi¢éo devido ao ataque microbiano.

E feita uma distingdo entre tratamentos higiénicos em aparelhos e téxteis para lar e tratamentos

antimicrobianos para téxteis técnicos. Os requerimentos dados em a) e b) sdo extremamente

importantes para tratamentos higiénicos, o requisito ¢) é particularmente relevante para o sector dos

téxteis técnicos.

Um produto anti-microbiano deve apresentar as seguintes caracteristicas (Pintado, 2004):

e NA&o ser toxico para 0 homem e ser amigo do ambiente;
e Ser incolor e inodor;
e Ter métodos de aplicagdo simples;

e Nd4o interferir com corantes e outros tratamentos;
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o N&o evaporar ao secar e suportar o acabamento térmico;

e Ter longa duracéo e resisténcia as lavagens.
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As condicdes para a eficacia dos agentes antimicrobianos sdo (Pintado, 2004):

e Dimensdo da populacdo microbiana;

e Composicgéo da populagdo microbiana;

e Concentracdo do agente antimicrobiano;

e Duracdo da exposicao;

e Temperatura;

e Envolvente local (Biofilmes, matéria organica);
e Compatibilidade com outros agentes;

e Manutencédo das propriedades.

1.6.Métodos de aplicacdo de compostos antimicrobianos nos materiais

téxteis.

Os métodos de aplicacdo de compostos antimicrobianos podem ser divididos em dois grandes
grupos (Andersen, 2005):

e Introducdo do composto antimicrobiano na matriz polimérica anterior ou simultaneamente a
extrusdo, por processos por “melt spinning”, “dry spinning” e “wet spinning”. Este método
destina-se a obter fibras intrinsecamente antimicrobianas;

e Aplicagdo do composto antimicrobiano durante o tratamento dos tecidos e fibras, por

processos de impregnacdo, esgotamento ou revestimento.

Estes métodos, adaptados aos varios tipos de compostos antimicrobianos e substratos,
permitem obter produtos téxteis com propriedades antimicrobianas, cumprindo o0s requisitos de um
vasto espectro antimicrobiano e um perfil seguro para o consumidor. No entanto, devido as multiplas
lavagens a que 0s artigos téxteis sdo sujeitos ao longo da vida, a durabilidade do tratamento
antimicrobiano, é uma exigéncia fundamental deste tipo de materiais. Assim sendo, o factor de
diferenciagé@o do tratamento téxtil encontra-se nas tecnologias que permitem aumentar a permanéncia
do composto antimicrobiano no material téxtil apds lavagem. Estas tecnologias podem sumariar-se
em trés abordagens: libertacdo controlada, tratamento a superficie da fibra e ligacdo quimica a fibra
(Mao et al., 2001; 2002). A Tabela 1 relaciona o processo, 0 substrato e 0 mecanismo de insercdo da
funcionalidade com os métodos que actualmente sdo utilizados para aumento da durabilidade da
actividade antimicrobiana nas respectivas fibras.

m N
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Tabela 1 - Diagrama representativo de varios tratamentos antimicrobianos (Ramachandran et al., 2004)

Insercdo da funcionalidade Processo Substrato
Insolubilizacdo de
substancias activas no
interior e a superficie da
fibra

Adicdo de compostos a

Libertacdo controlada
Fibras Sintéticas

matriz polimérica
Microencapsulamento do

principio activo

Adsorc¢ao a superficie da Impregnacao com resinas
fibra Revestimento Fibras Sintéticas e
o Celulosicas Regeneradas
Troca ionica

Modifica¢do quimica da

Ligacdo quimica a fibra por introdugéo de
fibra grupos reactivos
L S Modifica¢éo quimica da Fibras Celulésicas
e s fibra por copolimeracéo de

enxerto via quimica ou

fotoquimica

As tecnologias que actuam por libertacdo controlada, nas quais as substancias activas séo
libertadas para a superficie do material provocando a destruicdo dos microrganismos, constituem uma
opcdo viavel para as fibras sintéticas, uma vez que os compostos podem ser aplicados antes ou
durante os processos de extrusao das fibras. Estas podem ser misturadas posteriormente com as fibras
de forma a obter-se um material antimicrobiano. Este método tem a vantagem de originar um produto
activo usando uma quantidade minima de fibras de elevado custo. O objectivo principal deste tipo de
tratamento € prevenir a deterioracdo do proprio material téxtil (Michielsen et al., 2004). Os processos de
insolubilizagdo, por aplicagdo de um composto antimicrobiano, analogamente aos processos por
tingimento com corantes dispersos, permitem que o composto antimicrobiano difunda para o interior
da fibra. No entanto, estes métodos apresentam limitacGes no que diz respeito ao consumo do agente

antimicrobiano e consequentemente a durabilidade da actividade antimicrobiana. A incorporagéo de

13
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microcapsulas com o principio activo antimicrobiano durante os processos de extrusdo das fibras ou
por revestimento na superficie das fibras € uma metodologia que permite uma duracdo prolongada da
actividade antimicrobiana, durante o ciclo de vida do artigo téxtil, mesmo apos lavagens multiplas

(Grabowsca et al., 2004, Schindler et al., 2005).

Os materiais téxteis antimicrobianos podem ser obtidos por processos de impregnacdo que
permitem que seja utilizada uma vasta gama de compostos antimicrobianos. Aplicam-se a todas as
fibras e sdo regra geral répidos e de baixo custo. O desempenho do processo depende em grande
medida, da permanéncia do composto antimicrobiano, que esta relacionado com a sua solubilidade.
Se o agente for significativamente solivel em &gua é rapidamente removido quando sujeito a
lavagem. H& substancias ligantes que sdo adicionadas para aumentar a sua durabilidade de accéo,
mas alteram em, grande medida, as propriedades do proprio material téxtil. Este efeito também é
observado nos processos por revestimento nas fibras sintéticas (Michielsen et al., 2004). Podem ainda ser
utilizados processos por troca iénica, onde sdo criadas ligacfes idnicas entre os grupos funcionais do
composto antimicrobiano e os locais carregados ionicamente da fibra. Quando o composto
antimicrobiano é ligado quimicamente as fibras téxteis ha a sua total imobilizagdo e portanto, o
processo de inibicdo ocorre quando existe contacto do microrganismo com a superficie tratada do
material téxtil. Esta metodologia permite, obter uma durabilidade da actividade elevada em fibras
celulésicas, 1a e ainda fibras sintéticas como a poliamida (Mao et al., 2001, 2002).

1.7.Nanotecnologia nos téxteis

Os chamados tecidos"inteligentes” ou''funcionais” incorporam hoje uma vasta gama de
aplicagdes da engenharia quimica, mecanica, e aplicacdes praticas da nanotecnologia. A
nanotecnologia esta associada a diversas areas, como a medicina, electrénica, ciéncia da computacéo,
fisica, quimica, biologia e engenharia de materiais. E uma area promissora, mas que da apenas 0s
seus primeiros passos mostrando contudo, resultados surpreendentes. Ela surgiu em 1959, quando
Feynman defendeu que ndo existia nenhum obstaculo contra a construcdo de pequenos dispositivos
compostos por elementos muito pequenos, no limite do atomo. (Engo, 2005).

Nos anos 80, o conceito de nanotecnologia foi popularizado por Eric Drexler através do livro
"Engines of Creation" (Motores da Criagdo). Este livro, embora contendo algumas especulagdes
proximas da ficgdo cientifica, baseou-se no trabalho sério desenvolvido por Drexler enquanto
cientista. Drexler foi o primeiro cientista a doutorar-se em nanotecnologia pelo MIT.A um
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bilionésimo do metro corresponde 0 manémetro, da mesma forma que a um milésimo do metro se
designa por milimetro. "Nano" é um prefixo que vem do grego antigo e significa "ando". A
nanotecnologia foi desenvolvida para criar e manipular particulas da dimensdo de atomos e
moléculas. A Tecnologia Nano é a aplicacdo destas estruturas nano para a obtencdo de objectos,
elementos e efeitos diversos (Coutinho, 2006).

A possibilidade de manipular atomos individualmente e a sua aplicacdo na estrutura desejada
levou a uma revolucdo industrial, modificando as formas de producdo. Os potenciais beneficios da
nanotecnologia séo de tal ordem que deram origem a diversas investigacdes e desenvolvimentos
nesta area. A Indudstria Téxtil, normalmente vista como uma industria tradicional, € uma parte muito
importante do tecido industrial europeu. O aumento da competicdo obrigou a uma reestruturacdo e
modernizacdo. A nanotecnologia podera ser uma das chaves para superar esta competitividade. A
nanotecnologia, embora de uma forma muito embrionaria, jA& mostrou que pode ser uma ferramenta
para a melhoria do desempenho dos téxteis. A aplicagdo da nanotecnologia na indUstria téxtil ainda é
muito recente. Foruns mundiais ainda sdo realizados para esclarecer entre os préprios produtores as
finalidades deste tipo de tecnologia e a fibra a qual esta vai ser aplicada. Através de materiais nano,
muitissimo pequenos, os fabricantes podem conferir novas propriedades aos tecidos conferindo-lhes
novas funcionalidades. A nanotecnologia permite que os tecidos tenham caracteristicas especiais,
como por exemplo, com a aplicacdo de agentes bactericidas a base de prata, minusculas capsulas de
agentes hidratantes, desodorizantes, repelentes de insectos e anti-tabaco. Sem a nanotecnologia nao
seriam possiveis tais aplicagdes, pois elas ficam entre as fibras dos tecidos. Em escala maior, se
particulas fossem aplicadas aos tecidos acabariam influenciando a textura e o toque do tecido,
deixando-o aspero (Coutinho, 2006).

De acordo com Frits V. Herbold, 2005, as aplicacOes téxteis mais promissoras nos proximos

anos serao:

e Materiais téxteis com tecnologias electrénicas incorporadas;

e Materiais que ajustam as suas propriedades de acordo com influéncias internas ou externas;

e Materiais téxteis com maior resisténcia, anti-estaticos, anti-adesivos ou com protec¢do UV;

e Micro e nano cépsulas que originam materiais téxteis com fragrancias, materiais para
utilizacdo em aromas e terapias, libertacdo de farmacos, regulacdo térmica, e cuidados da
pele, etc.

Ao aplicar a nanotecnologia nos téxteis, as nanoparticulas podem ser permanentemente presas

as fibras e podem ser configuradas para dar ao tecido diversos atributos, de acordo com as condi¢des
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ambientais e até monitorar sinais vitais. A incorporacdo de nanoparticulas e nano capsulas nos téxteis
abre um campo inteiramente novo no sentido de melhorar o desempenho das fibras convencionais.
As formulas fisicas das solugdes de nanoparticulas variam de sélidas até solugcdes aquosas, pseudo-
aquosas, pseudo-emulsbes e dispersdes. Dependendo de cada aplicacdo, obtém-se efeitos mais
resistentes e funcionalidades mais acentuadas a lavagem nos materiais téxteis. A figura que se segue
mostra um veiculo transportador das substancias nano entre o material téxtil e a pele. Trata-se de
capsulas, que liberam os ingredientes activos por efeitos de temperatura, abrasdo ou impacto
mecanico.

1.8.Mecanismos de ac¢ao dos compostos antimicrobianos

O grau de actividade antimicrobiana é diferenciado pelo termo “cida”, que indica destruicao
significativa dos microrganismos e o termo “estatico” que representa a inibicdo do crescimento
microbiano, sem no entanto, existir destruicdo dos microrganismos. Assim sendo, o0s tratamentos
antimicrobianos que inibem o crescimento e desenvolvimento dos microrganismos sdo geralmente
denominados como biostaticos, bacteriostaticos e fungistaticos, ao invés, os produtos antimicrobianos
que destroem o0s microrganismos, sdo designados como, biocidas, bactericidas e fungicidas
(Ramachandran et al., 2004; Schindler et al., 2005). Os agentes antimicrobianos inibem ou destroem 0s
microrganismos de véarias formas. Quando a célula microbiana, (Figura 3), é exposta a um agente

letal, sdo observadas varias alteragdes no seu comportamento (Miguel et al., 2003).
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Figura 3 - Comportamento da célula microbiana quando exposta a uma agente letal (Miquel et al., 2003).
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Normalmente, uma célula microbiana viva contém uma multiplicidade de enzimas responsaveis
pelo seu metabolismo. A membrana citoplasmética semipermeavel mantém a integridade do interior
celular, controla selectivamente a passagem de substancias entre a célula e ambiente exterior e é
normalmente, o local para ocorréncia de reac¢bes enzimaticas. A parede celular actua como uma
camada protectora, além de participar em certos processos fisioldégicos. A degradacdo da membrana
ou da parede celular pode induzir uma série de modificagfes, levando a sua ruptura total. A forma
como 0 agente antimicrobiano inibe ou destrdi os microganismos, pode ser atribuida a Varios
factores, como sendo, degradagdo da parede celular ou inibicdo do seu metabolismo, alteracéo da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, variacdo do estado fisico e quimico das proteinas e
acidos nucleicos, inibicdo da sintese dos mesmos e impedimento da ac¢do enzimatica (Purwar et al.,

2005). O mecanismo antimicrobiano mais comum, ocorre ao nivel da parede celular, sob a forma de:

Polimixinas: Ligam-se a membrana, entre os fosfolipideos, alterando sua permeabilidade
(detergentes). Sdo extremamente eficientes contra Gram negativos, pois afetam tanto a

membrana citoplasméatica como a membrana externa.

lonoforos: Moléculas hidrofébicas que se imiscuem na Membrana citoplasmatica,
permitindo a difusdo passiva de compostos ionizados para dentro ou fora da célula (llustracéo
4),
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Figura 4 - Exemplo de um antibidtico que atua como ionéforo (Adaptado de Atlas, R.M., Principles of Microbiology,
1997).

Os compostos antimicrobianos podem ser classificados em dois grandes grupos de acordo com

a possibilidade ou ndo de migrar no material téxtil:

O primeiro grupo actua por um mecanismo convencional de libertagdo controlada, no qual, a
substancia é lentamente libertada na superficie da fibra ou no seu interior. Neste tipo de actuacéo,
denominado como “leaching”, o composto antimicrobiano é eficiente, no que diz respeito, a sua
actuacdo na superficie da fibra e no ambiente circundante da mesma. Contudo, como estes compostos

migram da superficie da fibra onde foram aplicados para o exterior, 0 que origina um consumo
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significativo do composto, e consequentemente uma diminuicdo da eficdcia e durabilidade do
tratamento. Acresce o facto, da difusdo ou migracdo do composto para o0 exterior, originar a
ocorréncia de interferéncias com outro tipo de microrganismos indesejaveis provocando multi-
resisténcia, devido a mutacdo e seleccdo dos microrganismos. Assim sendo, quando um composto
antimicrobiano do tipo “leaching” é aplicado em materiais téxteis em contacto directo com o corpo,
existe um risco potencial associado a possivel difusdo e consequentemente absor¢do do composto
pela pele. Desta forma, afecta a flora bacteriana normal da pele, originando alergias, irritacdes, entre
outros efeitos indesejaveis (Ramachandran et al., 2004; Schindler et al., 2005).

O segundo tipo de compostos antimicrobianos consiste em produtos que sdo quimicamente
ligados as superficies das fibras. Estes compostos afectuam o controlo microbiano presente na
superficie das fibras, sem possibilidade de libertacdo ou migragdo para o ambiente circundante.
Devido & sua ligagdo quimica com as fibras ndo perdem a sua eficacia, fornecendo um tratamento
permanente que retém a sua funcionalidade durante o ciclo de vida do artigo téxtil. Este tipo de
compostos antimicrobianos como ndo difundem para o exterior, sdo menos absorvidos pela pele e

consequentemente potencialmente mais indcuos para o utilizador (Kotowa et al., 2004).

Distinguem-se ainda, duas categorias de actividade passiva e activa antimicrobiana. Os
materiais com caracter passivo, ndo contém substancias activas, mas a estrutura da sua superficie
(Efeito Lotus) produz um efeito negativo nas condi¢cbes de vida para o desenvolvimento dos
microrganismos. Os materiais com carécter activo contém substancias antimicrobianas activas, que

actuam sobre ou no interior da parede celular do microrganismo (Ramachandran et al., 2004).

As substancias antimicrobianas actuam de diferentes formas. No tipo convencional de
tratamento, o produto difunde-se e destr6i os microrganismos. Este tipo de tratamento mostra uma

fraca durabilidade e pode causar problemas para a salde.

O tipo de tratamento que ndo se difunde ou bio-estéatico apresenta uma boa durabilidade e ndo
provoca nenhum tipo de problemas para a saide. Um grande nimero de téxteis com tratamentos
antimicrobianos funciona por difusdo. A taxa de difusdo tem um efeito directo na eficacia do
tratamento. Um grande nimero de téxteis com tratamentos antimicrobianos actua por difusdo. Estes
tratamentos sdo considerados superficiais no sentido de ndo serem 100% permanentes, devido & sua
natureza difusiva; usualmente, a difusdo coresponde a perda de agente activo. Por exemplo, no
processo de troca de ides, a libertacdo de substancias activas é feita muito mais lentamente
comparada & difusdo directa e tem uma accdo muito mais fraca. E possivel no entanto, ter uma

quantidade suficiente de substancia activa para o tempo de vida do produto (Ramachandran et al., 2004).
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1.9.A importancia do tratamento antimicrobiano em téxteis

A infestacdo microbiana apresenta inimeros problemas para o utilizador do material téxtil. Esta
contaminacgdo € normalmente provocada por fungos e bactérias, embora, sob condi¢des de humidade
significativa, possa ocorrer o desenvolvimento de algas que actuam como fonte de nutrientes aos
fungos e bactérias. Estes microrganismos provocam degradacdo do préprio material e efeitos
indesejaveis, no que se refere a funcionalidade, condicdes higiénicas e estéticas. Relativamente aos
fungos, causam multiplos problemas nos téxteis, nomeadamente, descoloragdo, manchamentos e
degradacdo da propria fibra. As bactérias, apesar de ndo deteriorarem totalmente a fibra, afectam as
suas propriedades, provocando maus odores e toques desagradaveis (Schindler et al., 2005).

A diminuicdo da proliferacdo microbiana ndo é conseguida por controlo das condices fisicas
do meio ambiente, nem mesmo nos processos de lavagem frequentes, a excep¢do da lavagem a
fervura, desaconselhavel na maioria dos materiais téxteis. Assim sendo, o tratamento antimicrobiano
surge como o potencial meio de controlo da infestagdo microbiana, uma vez que, diminui/elimina o
risco de infecgdes provocadas pelos microrganismos, nomeadamente, patogénicos. A inibicdo do
metabolismo microbiano reduz a formac&o de odores desagradaveis no utilizador e protege o material
téxtil (Ramachandran et al., 2004; Schindler et al., 2005).

1.10. Importancia dos téxteis hospitalares

As Instituicdes de Saude, em especial os Hospitais, sdo entidades complexas, que exigem
profissionais e pessoas capacitadas para gerirem e trabalharem em determinados servigos e sectores,
no sentido de atingirem o mesmo objectivo: prestar bons servigos aos utentes. Para isso necessitam
de uma infra-estrutura de suporte para atingir todas as suas formalidades. Esta infra-estrutura
depende de todos os sectores, servigos e secgdes existentes dentro das Instituicoes.

A tentativa de conseguir a infra-estrutura necessaria ao bom desempenho dos profissionais de
salde originou que, ao longo dos ultimos tempos, fosse prestada uma maior atencdo a sua seguranca
e a seguranca do paciente (Descarpack,2003).

Os hospitais séo o local ideal para as bactérias, virus e muitos outros microrganismos, poderem
ser transmitidos de uma pessoa para outra. Embora a grande maioria das infecgdes hospitalares

possua uma origem enddgena, elas transmitem-se principalmente pelo desequilibro entre a flora
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microbiana normal de um doente e os seus mecanismos de defesa. E um desequilibro provocado por
determinadas doencas responsaveis pela sua hospitalizagdo, a que se juntam também a utilizagdo de
procedimentos clinicos invasivos que constituem portas de entrada a microrganismos cada vez mais
resistentes a antibioticos. E relativamente a estas Gltimas transmissdes que podem ser tomadas
medidas de forma a dificultar a sua propagacdo, através de alguns principios préaticos que se podem
implantar (Gomes, 2004).

Os materiais téxteis sd0 um bom meio para o crescimento de microrganismos, particularmente
as bactérias resistentes, as quais tém causado uma grande preocupac¢do na salde publica (Takai, et al;
2002). Os materiais téxteis sdo portadores de bactérias patogénicas, de bactérias geradoras de odores e
da maioria dos fungos (Sun; et al; 1998). Isto deve-se a adesdo destes microrganismos a superficie
destes materiais. Desta forma, a maior parte dos materiais téxteis utilizados em hospitais séo
condutores e transmissores de infec¢Oes e doencgas através destes microrganismos. Embora haja falta
de evidéncias directas de infecgdes causadas pelos téxteis contaminados, as melhores condigdes de
higiene em ambiente hospitalar estdo sempre associadas a uma menor contaminagdo de
microrganismos e, assim, a um menor numero de infecgdes. Por conseguinte, as propriedades
bactericidas devem constituir uma condicdo necessaria para 0s téxteis de uso médico (Takai, et al;
2002).

O contégio de doengas tais como o HIV e a Hepatite, através do contacto com materiais
contaminados, originou uma forte preocupacao para a proteccdo dos profissionais através do uso de

fardamentos e matérias funcionais (Sun; et al; 1998).

O risco de uma infeccdo nosocomial pode afectar, tanto o paciente, como a eqUIpa hospitalar.
Nos pacientes, este risco esta associado ao seu estado imunoldgico, ao tipo de intervencdo a que esta
submetido, ou a falha a nivel de esterilidade e higiene do meio envolvente, inclusive ao incorrecto
tratamento de manutengdo dos téxteis hospitalares. Nos profissionais de salde, o risco de infeccdo
estd associado ao manuseamento de artigos mal higienizados, a falta de equipamento e cuidados de
proteccao (Sun; et al; 1998).

Apesar do avanco sobre o conhecimento de infecgcdes de origem hospitalar, as que resultam da
MRSA (por exemplo, Staphylococcus aureus resistente a meticilina) constituem ainda um problema
do ponto de vista clinico e a Pseudomona Aeruginosa é frequentemente detectada em infeccGes
hospitalares, especialmente nas unidades de cuidados intensivos. Os organismos infecciosos podem
ser introduzidos através de outros pacientes ou do pessoal, ou podem ser introduzidos pelo proprio
paciente. As bactérias Staphylococcus sdo espalhadas pelo movimento dos artigos contaminados, tais
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como roupa de cama, cortinados dos quartos e vestudrio de proteccdo dos enfermeiros. A
contaminagdo generalizada da Pseudomona tem sido encontrada em locais himidos dos hospitais e é
frequentemente considerada como sendo transmitida pelo contacto entre as pessoas. Para evitar e
controlar a disseminacdo das infecgBes hospitalares é necessario eliminar as fontes de infeccéo e
avaliar as vias de transmisséo e a susceptibilidade do hospedeiro (Sun; et al; 1998).

Toma-se necessario encontrar formas de prevenir essas infec¢bes, protegendo ndo s6 0s
pacientes mas também os profissionais de saude. Os materiais téxteis utilizados nos Hospitais,
quando usados de forma inadequada, podem funcionar como uma forma de propagacdo de doengas,
infecgBes e transmissdes de microbios e bactérias. Por este motivo, os cuidados de saude tém-se
tomado aspectos muito importantes na Industria Téxtil (Sun; et al; 1998).

Actualmente os Hospitais tém bem assente que a inadequada utilizacdo dos materiais téxteis
pode gerar impactos negativos ao nivel da salde de todos os envolvidos no ambiente hospitalar.
[Mendes, 2003] A utilizagdo de artigos de baixa qualidade, ou com uma inadequada higienizagéo,
pode em alguns casos causar infeccOes ou propagacdo de doencas (Hardingham, et al; 1994).

A seleccdo das matérias téxteis nos hospitais deveria ser realizada tendo em conta aspectos de
seguranga a nivel de possiveis contaminagdes e transmissdes de doencas, a nivel de higiene,
problemas ambientais, bem como 0s custos que estes produtos acarretam. O processamento dos
téxteis dentro dos hospitais deve ser dirigido de forma a que estes ndo representem um veiculo de
infeccdo e contaminacgdo para 0s pacientes e para todos os envolvidos nesta area. Recentemente, tém
sido aceites para utilizacdo clinica muitos produtos téxteis com acabamento antimicrobiano, com
vista a impedir a transmissdo de doengas. Estes téxteis contém agentes antimicrobianos tais como
prata, cloreto de aménio quaternario e quito sano, 0s quais apresentam actividade antibacteriana

contra uma vasta gama de microrganismos (Sun, et al; 2002).

1.11. Importancia dos téxteis cirurgicos

Uma infeccdo nosocomial existe em todo mundo, tanto nos paises desenvolvidos como nos
mais pobres. As infec¢Bes adquiridas em instituicGes de salde estdo entre as mais importantes causas
de morte e aumento da mortalldade nos doentes hospitalizados. As infeccdes nosocomiais mais
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frequentes sdo as infec¢des das feridas cirdrgicas, sendo que a prevaléncia destas infecgdes € mais
elevada em Unidades de Cuidados Intensivos e Servigos Cirlrgicos e Ortopédicos.

Os custos associados a estas ingecgdes sdo considerdveis, sendo o prolongamento do
internamento 0 que mais contribui para estes custos. Um estudo demonstrou que o aumento na
demora média da hospitalizacdo de doentes com infec¢do do local cirargico foi de 8,2 dias, variando
de 3 dias para a cirurgia ginecologica, 9,9 para a cirurgia geral e 19,8 dias para a cirurgia ortopédica.
Os intemamentos prolongados ndo s6 aumentam os custos directos dos pacientes, como também 0s
custos indirectos, nomeadamente a utilizacdo de farmacos, a necessidade de isolamento, o recurso a
estudos laboratoriais e outros meios de diagndéstico. A infeccdo nosocomial leva a problemas que sao
potencialmente evitaveis (Ducel, el al; 2002).

Na Europa estima-se que o numero de mortes provocadas por infecgdes surgidas nas salas de
operacOes pode atingir 50.000 por ano. Nos Ultimos anos tem-se feito muito trabalho de pesquisa
sobre a preparag¢'do da sala cirdrgica, a preparacdo asséptica das mados dos cirurgides, das méscaras
cirtrgicas, da esterilizacdo dos instrumentos e suturas. A protec¢do adequada entre o doente e a
equipa cirdrgica pode ser assegurada essencialmente pelas batas e outro vestuario de proteccdo
(Ramos, et al; 2003).

As pessoas sdo a principal fonte de bactérias na sala cirdrgica, ou seja os funcionarios e o
paciente. As vias de transmissdo destas bactérias sdo através do ar e por contacto. A concentracdo de
bactérias presentes no aré proporcional a actividade desenvolvida e nimero de pessoas presentes,
sendo a equipa cirdrgica, a responsavel pela dispersdo da maioria das bactérias transportadas por via
aerea. Estas bactérias irdo depositar-se por gravidade na ferida cirurgica. As fontes secundarias de
infeccdo sdo aquelas que recebem as bactérias dos reservatorios principais, ou seja as maos
enluvadas, as batas, as mascaras, 0S campos cirirgicos e outros instrumentos de cirurgia (Whyte, 1988;
Werner, et al; 1991).

As batas dos cirurgides e os campos cirdrgicos que sdo utilizados na zona circunjacente a sala
cirlrgica sdo, mais ou menos aceites como adequadas, sem exame prévio. A tradicdo diz que uma ou
mais camadas de vestuario de algodao esterilizado s&o eficazes como barreira asséptica entre a roupa
interior do cirurgido e o campo cirdrgico. Uma ou mais camadas de lencdis de algod&o ou toalhas séo
geralmente consideradas uma barreira eficaz entre uma mesa operatoria e 0s instrumentos

esterilizados usados na cirurgia e entre o corpo do paciente (Beck, et al; 1952).
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Na verdade, diversos estudos provaram a veracidade destas hipoteses, sob condicdo de que
"elas estejam secas". Se ficarem humidas, todas as camadas de roupa se tornardo crivos para a

passagem das bactérias. Isto aplica-se no caso de o agente ser agua, plasma ou solugdo salina.

De acordo com Beck, et al, 1952, Colebrook e Hood demonstraram que quando se empregam
roupas hiimidas, as bactérias da camada externa das roupas passam imediatamente para o interior. E
mais do que evidente que a roupa himida ndo funciona como barreira contra a contaminagdo
bacteriana. Isto significa que se torna necessario adoptar determinadas alteracdes técnicas, para evitar
este risco. Para evitar este tipo de infeccdo, estd a ser desenvolvida uma norma europeia sobre 0s
requisitos basicos e métodos experimentais para a eliminacdo e reutilizacdo de materiais para
proteccdo dos pacientes, pessoal cirdrgico e equipamento da sala de cirurgia, ou seja, batas e campos
cirtrgicos. Esta rotina destina-se a clarificar a situacd no que respeita aos produtos e suas
caracteristicas, definindo os requisitos basicos para os utilizadores e fabricantes de produtos méedicos
(Beck, et al; 1952).

Dadas as condi¢des cirargicas reais, em especial a pressdo mecéanica e os liquidos usados na
cirurgia, € um facto comprovado que a bactéria da pele dos pacientes penetra nas roupas e panos
cirlrgicos menos apropriados, que ndo sdo antimicrobianos, quando sujeitos a pressdo. Assim, as
bactérias da pele passam para a equipa cirurgica através de instrumentos contaminados e luvas
cirlrgicas ou através da mesa de operacGes para a incisdo, durante a cirurgia. Por este motivo, terdo
que ser utilizadas fardamentos e campos suficientemente eficazes na protec¢do antimicrobiana
durante toda a cirurgia. O campo cirurgico deve englobar todas as &reas expostas a pressao mecanica
ou a utilizacdo de fluidos na proximidade da incisdo cirdrgica, assim como as &reas onde 0s

instrumentos sdo colocados (Patel, et al; 1998; Whyte; 1988).

N&o devemos subestimar o facto de os mesmos requisitos terem que abranger toda a superficie
das batas cirdrgicas, tanto para proteger o paciente, como a equipa cirdrgica. Isto inclui as areas
expostas a pressdo mecanica e aos liquidos, - as partes da frente das batas cirlrgicas, as mangas até
aos cotovelos e, dependendo do tipo de cirurgia, possivelmente até as cavas (Patel, et al; 1998).

Pelo exposto, torna-se claro que, tanto o paciente, como a equipa cirdrgica, sdo fontes de
infeccdo muito importantes. O paciente tem que ser protegido de si préprio, por assim dizer, e da

equipa cirdrgica.

No futuro, a utilizacdo dos téxteis de algoddo e misturas convencionais de algodao/poliéster é

incerta, dado que estes poderdo ndo corresponder aos requisitos da nova norma, i.e., resisténcia a
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penetracdo de microrganismos microbioldgicos e de liquidos e libertacdo de particulas. No entanto,
existem batas e panos cirrgicos de reutilizacdo inovadores, que respeitam 0s requisitos basicos da
norma, feitos em materiais de micro-filamentos que repelem os liquidos, materiais laminados e talvez
algum algodéo e polyester especifico, que tenham sido modificados quimicamente, transformando-o0s
em artigos bactericida.

Cada vez mais, serdo exigidos sistemas de garantia de qualidade para dar prova de
descontaminacdo, desinfecgdo e esterilizacdo dos téxteis cirurgicos. Processos especificos terdo que
ser adoptados, afim de se manterem as caracteristicas dos materiais apds o seu reprocessamento. Pelo
risco da responsabilidade por si s0, a questdo de quais os materiais cirurgicos a utilizar no futuro deve
ser avaliada cautelosamente (Patel, et al; 1998).

1.12.  Téxteis hospitalares antibacterianos

O contacto entre o corpo e o material téxtil fomenta a sua contaminacdo, ja que nos tecidos, 0s
microrganismos encontram as mesmas condi¢des para a sua proliferacdo, que encontram na pele

(Bohringer, A, 1998).

Vaérios estudos tém sido desenvolvidos no sentido de que uma intervencdo cirlrgica ndo seja
afectada pelas bactérias. Uma das solucGes apresentadas € através da utilizacdo de tecidos
bactericidas ou antirnicrobiallos. Com o melhoramento das condig¢bes de vida humana desenvolveu-
se uma nova area no dominio do acabamento téxtil. O controlo de microrganismos nos tecidos téxteis
estende-se a diversas areas, desde o ambiente hospitalar até as nossas casas. Independentemente do
facto dos tecidos serem frutos exclusivamente de fibras naturais ou sintéticas, nem umas, nem outras,
oferecem resisténcia aos fungos patogénicos ou bacterianos. Por este motivo, tém sido desenvolvidos
para todos os tipos de tecidos, diversos acabamentos antibacterianos e técnicas de desinfecgéo.
Durante muito tempo, 0s agentes quimicos para controlar os microrganismos iam desde substancias
muito simples, como ifes de halogéneo, até aos compostos mais complexos, representados pelos
detergentes. Muitos destes agentes tém sido empregues de geracdo em geracdo, enquanto outros

representam os mais recentes desenvolvimentos (Lee, et al; 2003).

Os agentes antimicrobianos e antibacterianos sdo substancias activas que evitam a proliferagéo
de micrdbios e bactérias, respectivamente. Desde ha muitos anos atras que estas substancias tém sido

utilizadas. Por exemplo, no Egipto antigo, eram utilizadas para preservar as mimias (Lindemann, 2002).
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A necessidade de preservar os tecidos contra manchas e odores levou a que estas substancias
fossem aplicadas nos téxteis. Existe cada vez mais informagdo demonstrando que asobrevivéncla e
desenvolvimento de microrganismos nos téxteis podem representar um risco para a saude, o que
reforca ainda mais a necessidade de introduzir nos tecidos as propriedades antibacterianas (Richard, et
al; 2005).

Embora j& existam diversos acabamentos téxteis bactericidas para vestuario hospitalar, a sua

utilizagdo para este fim néo foi prontamente aceite.

A gama de bactérias reduzida, poucadurabilidade a lavagem, inibmlacdo de seguranca
inadequada as necessidades actuais, ou uma combinacdo destes factores, tém impedido a sua
utilizacdo. Consequentemente, € necessario um acabamento téxtil seguro e resistente a lavagem,
capaz de inibir o desenvolvimento de bactérias e fungos, representando assim uma solucéo imediata e

eficaz para os Hospitais (Richard, et al; 2005).

1.13. Téxteis antimicrobianos a base de particulas de prata

1.13.1. A prata como agente antibacteriano

A prata é um composto que tem vindo a ser utilizado como um agente antimicrobiano ao longo
dos anos. O composto de prata com maior interesse terapéutico hoje em dia é a sulfadiazina de prata
(AgSD). No entanto sabe-se que outros compostos de prata sdo usados actualmente. Em 1000 a.C.,
apareceu o primeiro registo do uso da prata deforma medicinal, ja que se utilizavam recipientes de
prata para armazenar a dgua, pois estes, expostos a luz solar, tornavam a &gua potavel. J& Alexandre
Magno (335 a.C.) armazenava a 4gua em recipientes de prata para que esta fosse transportada durante
as suas campanhas. Antes de ser usada, esta era fervida e assim garantida a sua potabilidade.

Do ponto de vista terapéutico, é interessante notar que em 1881 Créde publicou uma
monografia onde era afirmado que o uso da prata na prevencédo das infec¢fes dos olhos era possivel.
De acordo com Russel e Hugo, 1994, as diversas experiéncias efectuadas com a prata, levam a
conclusdo que a prata no seu estado puro ndo tem qualquer actividade antibacteriana, ja que esta
caracteristica se deve a libertacdo de ides Ag+. Gibbard também verificou que o 6xido de prata,

solugdes coloidais de prata e nitrato de prata eram sempre possuidores de actividade antibacteriana
(Russel, et al; 1994).
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Desde que a prata foi declarada como um anticéptico, tem sido muito utilizado pelas suas
propriedades antibacterianas e farmacoldgicas. Enquanto muitas solucfes de prata tém sido aplicadas
por técnicas farmacoldgicas tradicionais, tem aumentado o interesse no uso deste metal como um
incorporante dos medicamentos ou vestuario de proteccdo. No entanto, para este tipo de utilizacdo, é
importante perceber a biocompatibilidade deste metal e dos seus derivados.

A biocompatibilidade esta dividida em quatro grupos:

e O processo quimico e fisico da reaccdo entre a superficie do tecido e do material;
e A corrosdo e degradacdo do material,
e O desenvolvimento e resposta do hospedeiro;

e Os efeitos provocados pelo implante ou pelo contacto (RL, et al; 1989)

A abordagem deste tema em algumas investigacGes levou a conclusdo de que a prata possui
diversas propriedades bioldgicas, inibicdo da accdo das enzimas, propriedades antibacterianas, e um
comportamento citotoxico sob algumas condi¢des. Demonstraram ainda que pode ser transportada e
armazenada sistemicamente no corpo. Todas estas propriedades podem ser consideradas como
respostas activas em termos de implante, concebido para ser incorporado no corpo com uma resposta

biolégica minima (RL, et al, 1989).

Demonstraram ainda que a incorporacdo da prata em medicamentos ou dispositivos médicos
pode ser considerada um beneficio quando se pretende fazer uso de algumas propriedades bioldgicas,
como por exemplo, o comportamento antimicrobiano (RL, et al, 1989). O composto mais conhecido
na medicina usado como agente antimicrobiano, para o tratamento de feridas, trata-se de um creme

topico que contém 1 %de sulfadiazina de prata (como por exemplo a "sulfazine") (Silver, 2003).

Recentemente Incorporou-se sulfadiazina em lengos e gazes utilizadas para tratamento de
feridas abertas e queimaduras. Este composto € conhecido por ser absorvido rapidamente pelas
feridas (Russel, et a; 1994).

A AgSD promove a répida cicatrizagdo das feridas e é util no tratamento de diversas
queimaduras e Ulceras cronicas de pressdo. No sentido de retardar a absorgcdo da prata, foram
sintetizados alguns compostos dando origem ao composto AgSD, um sal de prata que difere dos
outros sais também de prata pelas suas propriedades fisicas. N&o reage' rapidamente com cloreto ou
grupos tiol, ou com proteinas e apresenta uma elevada capacidade antibacteriana (Silver, 2003).
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Em 1956 foi introduzido o nitrato de prata como antibacteriano topico para profilaxias de
queimaduras. Foi demonstrada a actividade bactericida contra a Pseudomona Aeruginosa. No
entanto, outros organismos como a Kilebsiella mostraram-se resistentes. Comparativamente com a
sulfadiazina de prata, esta mostra maior efeito inibidor contra a Klebsiella, mas menor contra o

Staphylococcus aureus (Russel, et al; 1994).

Os polimeros impregnados com prata tém sido utilizados nos dispositivos médicos, tais como,

cateteres e valvulas corondrias, no sentido de prevenir o crescimento de biofilmes de bactérias.

Os cateteres impregnados com compostos de prata permitem retardar a formagdo de filmes
microbianos e a infeccdo nosocomial por bactérias. Os compostos de prata tém sido utilizados em

aguas de hospitais e de hotéis para controlar agentes infecciosos como, por exemplo, a Legionella
(Silver, 2003).

A prata foi utilizada para esterilizar a &gua abordo da estacdo espacial Russa MIR. As unidades
purificadoras de &gua existentes nos supermercados dos EUA contém nos filtros um composto de
carbono activado e prata. Desta forma pode ser afirmado que a prata é um agente bactericida cujo
elevado grau de importancia deve ser considerado. Os efeitos adversos do uso de antibioticos para o
controlo de uma infeccdo sdo o favorecimento do aparecimento de resisténcias (devido as
concentragdes sub terapéuticas), consequentemente com custos desnecessarios e reaccoes alérgicas.
Existem actualmente no mercado varios pensos contendo anticépticos em que o mesmo é libertado
em pequenas doses, de forma continua, produzindo um efeito antibacteriano sustentado e eficaz no
controlo da carga bacteriana, Os principais anticépticos neste contexto sdo os derivados do iodo e da
prata, Tanto um, como o outro, ttm um aspecto antibacteriano alargado, boa penetragdo nos tecidos
da ferida e a sua incorporacdo em pensos permite grande versatilidade, podendo dar resposta a
necessidades das feridas como absorcao do exsudado, controlo de odor, alivio da dor, etc., Os pensos

silvercel, como ja foi referido anteriormente, sdo um exemplo deste tipo de produtos (Yuranova, et al;
2005).

A prata é conhecida pelas suas propriedades “purificantes” ha alguns milénios. A prata ndo sé
neutraliza a actividade bacteriol6gica, mas também acelera o processo de cicatrizacdo da pele. A
grande vantagem deste é a sua baixa toxicidade.A eficacia da tecnologia dos ides de prata € hoje
largamente aplicada numa gama de fibras e tecidos com o objectvo de conferir protecgédo
antimicrobiana. Esta tecnologia pode ser util na minimizacdo da presenca de numerosos tipos de

organismos microbianos (Fluhr et al, 2005). As fibras com prata, atacam a estrutura molecular das
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bactérias eliminando o hidrogénio do DNA provocando a sua morte. Os ides de prata conseguem
eliminar 99% das bactérias em menos de uma hora (Dziworska et al, 2005; Fluhr et al, 2005).

Vaérias empresas tém desenvolvido materiais antimicrobianos em que o ido prata é aplicado por
revestimento na superficie das fibras. Esses materiais apresentam uma elevada actividade
antimicrobiana, mas a cor dos artigos finais € afectada negativamente (Michielsen et al., 2004). Os téxteis
de prata pura permanecem um artigo dispendioso, pois sdo feitos através da impregnacédo de uma
solucdo de nanoparticulas de prata fixadas & superficie da fibra por agentes ligantes ou por
incorporacgé@o dentro da fibra. A fibra de prata oxida ao longo do tempo mas muito lentamente. No
entanto, sucessivas lavagens poderdo acelerar o processo de degradacdo causado pela oxidacéo
apesar da permanéncia da prata mesmo apds 250 lavagens. A chave para do sucesso do efeito anti-
microbiano das fibras com prata est4 na limitacdo da oxidacdo. Quando a prata estd completamente

inserida na fibra, a oxidagdo é muito mais lenta que no caso da prata estar na superficie.

Tém sido usadas impregnacdes com sais de prata e de zinco em compressas, uma vez que
apresentam largo espectro de actividade antibacteriana e inocuidade para o utilizador. A actividade
ndo é rapida mas apresenta uma eficiéncia prolongada uma vez que o tempo de contacto na superficie
hdmida da ferida € normalmente longo. Os iGes de prata em condi¢Ges normais de utilizacdo, ndo sdo
toxicos, contudo, o seu uso prolongado em feridas, pode causar pigmentacdo no corpo devido a
captacdo pela pele de quantidades elevadas de ido prata. Embora, a utilizacéo de ides prata se esteja a
difundir nos materiais para aplicagdes médicas o seu modo de ac¢do ndo causa preocupagdes, no que
diz respeito, a resisténcia a antibidticos. A resisténcia a prata ndo € um processo incomum, por certas
espécies bacterianas, mas ndo parece provavel que essa resisténcia ocorra em utilizacdes de
compressas. A prata apresenta reputacdo favoravel em téxteis médicos, e portanto, formulacbes
baseadas nesta tecnologia s@o bem aceites pelas entidades reguladoras. As tecnologias para obter
fibras sintéticas antibacterianas a base de ido prata, sdo actualmente produzidas usando
nanoparticulas e bombardeamento de ides. Apesar de todas estas vantagens, a prata ndo podera nunca
ser considerado tratamento antimicrobiano de eleicdo. Infelizmente, ndo é eficiente contra todos os
tipos de bactérias, apesar de se rmuito eficiente contra bactérias Gram-positivos responsaveis pelos
odores, a prata tem apenas um pequeno efeito contra as bactérias Gram-negativo e na maior parte dos

virus. O principal inconveniente da tecnologia de prata é a sua ineficacia contra fungos (williams et al.,
2005).

1.13.2. Efeito antibacteriano das nanoparticulas de prata nos téxteis

28



Universidade da Beira Interior - Aperfeicoamento das técnicas de avaliacao
da actividade antimicrobiana em produtos téxteis.

A utilizacdo de materiais e sistemas de estruturas nano tém atraido muitas atencGes pelas suas
potenciais aplicacdes nas areas técnicas. Interessa focar neste estudo de caso o campo bactericida dos
tecidos téxteis. Tal como foi referido anteriormente, as solu¢Ges de aglomerados de prata tém vindo a
ser utilizadas no tratamento de infecces, devido as suas propriedades naturais bactericidas e
fungicidas. A Quimica tem revelado que um sedimento de prata ndo é toxico relativamente as células

humanas in vivo e tém-se registado a sua compatibilidade.

A prata impede o transporte de catides vitais nos poros das membranas celulares microbiais,
afectando o sistema de transferéncia electronica, necessaria ao metabolismo bacteriano basico.
Registou-se ainda que este elemento ndo da origem a nenhum problema de criacdo de resisténcia

bacteriana, tal como acontece com 0s bactericidas comuns (Yuranova, et al; 2005).

Vérios novos agentes antibacterianos dos téxteis a base de solugdes de metal (CuS04 ou
ZnS04) foram recentemente desenvolvidos. O interesse da utilizacido das propriedades da prata nos
tecidos também tem vindo a aumentar (RL, et al, 1989). Os sais de prata tém, no entanto, algumas
limitacOes biologicas para serem utilizados como bactericida. O tamanho do cristal de prata e a
dispersdo dos aglomerados de prata nos tecidos representariam um problema para a sua adesdo nas
fibras (Williams, et al; 1994). Diminuindo o tamanho de cristais de prata, a dispersdo dos
aglomerados de prata e a prata radioactiva, a area de contacto disponivel par reac¢des quimicas
aumenta. Desta forma a producdo de preparados de prata através da nanotecnologia parecem

promissores (Yuranova, et al; 2005).

Um dos principais interesses destes materiais nano estruturados é o tacto de terem uma &rea de
superficie maior do que os materiais convencionais. Por esta razdo, um pequeno nimero de nano
particulas de prata podem perfeitamente dissipar-se para a superflcie das fibras impregnadas de

solugdes coloidais, inibindo assim o crescimento de microrganismos (Lee, et al; 2003).

Os metais pesados sdo normalmente tdxicos e muito reactivos com proteinas. Cré-se que
limitam as moléculas da proteina, o metabolismo celular é inibido e o microrganismo morre. As
celulas bacterianas estdo constantemente expostas a situacBes de pressdo e a capacidade de
resisténcia a essas pressoes € essencial a sua sobrevivéncia. A capacidade que os microrganismos tém
em se desenvolver na presenca do metal pode resultar de mecanismos especificos de resisténcia.
Estes mecanismos incluem a alteracdo da estrutura quimica e/ou a toxicidade, alterando o estado de
redox dos iGes metélicos. No entanto, a prata é tida como ndo-tdxica, apesar de se considerar que
mata muitos e diversos micrébios. Em prospectos informativos, a prata é favoravel a pele e ndo causa

irritacéo (Lee, et al; 2003).
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Parte-se do principio que o rapido desenvolvimento da tecnologia de revestimento e disperséo,
utilizando nano particulas, ird melhorar as propriedades das suas substancias. Tém sido efectuados
diversos estudos no sentido de dissipar particulas de prata a escala nano, nos tecidos téxteis para criar

um efeito antibacteriano.

H.J. Lee, et al, 2003, investigaram o efeito antibacteriano da solugdo coloidal de nano
particulas de prata contra a Staphylococcus aureus e a Klebsiella pneumoniae, ao introduzi-la nos
tecidos téxteis de algodao. Verificaram que as nanoparticulas de prata, cujo didmetro variava de 2 a 5
nm, tinham um efeito antibacteriano em todas as amostras testadas contra as bactérias gram-positivas
e gram-negativas. A aplicacdo das nano particulas de prata foi efectuada através do uso de uma
solugdo coloidal de prata por impregnacdo, tendo-se obtido bons resultados, apresentando uma
eficacia bacteriana com uma durabilidade a lavagem. Varios estudos tém demonstrado que se

consegue uma capacidade bactericida eficiente com uma carga de prata muito reduzida (Lee, et al;
2003).

1.13.3. Problemas associados ao uso da prata

A Argiria também designada por argirose ocorre como resultado de uma terapia prolongada
com prata. Foi registada pela primeira vez em 1647, tendo sido investigada com maior cuidado em
1934 por Hill e Pillsbury.

Este tipo de problema é caracterizado por urna coloragdo permanente e irreversivel da pele
devido aos depdsitos de aglomerados de prata. Esta coloracdo apresenta-se com tons de cinza a preto
azulado. Isto acontece pela precipitacdo da prata nas demites, especialmente em regides aos redor de
foliculos de pelo e zonas de transpiracdo (Silver, 2003). Existe um caso de Argiria registado em 1959,
num paciente cuja terapia resultou na coloracdo da pele. Rosemary Jacobs apresentou de acordo com

a maioria dos medicos, o pior efeito da prata quando esta € utilizada em doses exageradas (Russel, et al;
1994).

Esta doenca tem sido objecto de investigacdes e experiéncias em animais, sendo que alguns
autores afirmam que a utilizacgdo dos chamados produtos caseiros de prata cuja preparagdo é
geralmente considerada incorrecta pelos produtores de solugdes coloidais de prata, podem levar ao
aparecimento de Argiria. No entanto, a terapia a laser pode ja ser utilizada como uma solucdo para
esses casos (Silver, 2003).
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1.14. Teéxteis antimicrobianos a base de triclosano.

Um dos tipos de efeitos antimicrobianos mais duraveis é baseado nos derivados de difenil-eter
(bisfenil) conhecidos tamnbém como 2,4,4 -tricloro-2"hidrox difenil éter ou 5-cloro-2-2 (2,4-dicloro
fenoxilo) fenol (Figura 5). Os produtos de “triclosan” ou triclosano foram usados por mais de 25
anos em hospitais e em produtos de higiene pessoal tais como o sabdo, pasta de dentes e

desodorizantes antimicrobianos.

OH

Figura 5 - Estrutura do 2,4,4-tricloro-2-hidoxidifeniletér (triclosano).

E um produto ndo-toxico, ndo é cancerigeno nem sensivel com a pele. O triclosano inibe o
crescimento dos microrganismos por um mecanismo electroquimico. O composto penetra e rompe a
membrana celular, afectando o metabolismo dos microrganismos por inibicdo da sintese de lipidos
(Purwar et al., 2004).

O triclosano quando incorporado dentro de um polimero migra a superficie, onde é ligado.
Como ndo é solavel, é libertado e inibe continuamente o crescimento das bactérias em contacto com
a superficie (Ramachandran et al., 2004). Os produtos comerciais que contém na sua constituicdo
triclosano, sdo conhecidos pela sua eficcia antimicrobiana e respectiva durabilidade, em fibras
como, poliéster, poliamida e misturas dessas fibras com algoddo. No entanto, sabe-se que a sua
actividade contra fungos ndo é tdo significativa. O triclosano actua como um corante disperso,
difunde-se com uma elevada velocidade de esgotamento para o interior das fibras e durante a
utilizacdo do artigo tratado, migra para a superficie por um processo de libertacdo controlada.
Quando os microrganismos séo colocados em contacto com o triclosano pode ocorrer resisténcia, por
parte dos microganismos ao agente, continuando a existir desenvolvimento dos microrganismos
(Staphylococcus aureus, Cromobacterium, Klebsiella ou pseudomonas) na superficie do material
téxtil ou na zona circundante. Devido a esta caracteristica de migracdo e formacdo da zona de

inibicdo, Williams e seus colaboradores (2005) detectaram que este composto produz multi-
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resisténcia em consequéncia do processo de mutacdo das bactérias, como indicam resultados recentes
do aumento da resisténcia bacteriana em produtos hospitalares, que contém triclosano. Outra
desvantagem da sua aplicacdo em materiais téxteis esté relacionada com a durabilidade da actividade
antibacteriana ap6s lavagens. Tém sido desenvolvidas aplica¢fes de triclosano microencapsulado.
Usam-se microcapsulas de diferentes polimeros, permitindo uma libertacdo controlada do triclosano.
Estas microcépsulas contendo o triclosano ou outros compostos antimicrobianos insollveis séo
posteriormente incorporadas durante o processo de extrusdo de fibras ou por revestimentos na

superficie das fibras (Grabowska et al., 2004).

A Thompson Research comercializa este produto sob o nome de Ultra fresh. E geralmente
acoplado ao téxtil pelo processo de impregnacéo preferencialmente apds o tingimento, devido & fraca
resisténcia do Ultrafresh a altas temperaturas requeridas para o tingimento. A Ciba promove 0 seu
préprio tricloro-2 hidroxil-bifenilo éter chamado Tinosan AM110 que apenas precisa de ser

misturado com a solucdo de tingimento, pois esta versdo tolera altas temperaturas.

1.15. Caracterizagdo dos tratamentos antimicrobianos utilizados no estudo

1.15.1. Tratamento antimicrobiano a base de triclosano.

O agente antimicrobiano utilizado, Ultra-Fresh NMV-2, foi fornecido pela firma Horquim,
Representacbes Lda., é uma emulsdo aquosa concebida para proporcionar propriedades
bacteriostaticas duraveis em artigos de algodao, la e téxteis sintéticos tais como tecidos para vestuario

e téxteis-lar, inibindo o crescimento de bactérias que causam odores.

De acordo com o fabricante, o agente permite um tratamento duravel em artigos quando
sujeitos a lavagens domésticas. O Ultra-Fresh NM-V2 inibe o crescimento de microrganismos nas
superficies téxteis, nomeadamente, collants, uniformes hospitalares, batas de laboratorio, roupa
interior, batas e outros vestuarios cirargico, fardamentos de proteccdo, revestimentos para paredes,
tecidos para estofos, tecidos téxteis-lar, cobertores, cortinas para casa de banho, revestimentos para
colchdes, lengois e fronhas para almofadas, material para enchimento de colchdes e de almofadas e
filtros de ar.

Este produto pode ser aplicado no banho de foulardagem e a temperatura deste ndo tem
qualquer efeito na razdo de "pick-up™ do tecido relativamente ao produto.
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O esgotamento deve ser feito durante 10 a 15 minutos a temperaturas que oscilem entre 38
a49°C. Pode ser adicionado aos corantes e aos auxiliares usados em procedimentos normais de
tinturaria téxtil e proporciona actividades bacteriostaticas duraveis em artigos tingidos e acabados

sem ocorrer qualquer alteracdo no procedimento de tingimento.

1.15.2. Tratamento antimicrobiano a base de ides de prata

O tratamento Sanitized Silver foi desenvolvido e produzido na Suiga, o novo produto é baseado
no sal de prata (prata ndo metalica), que € cientificamente reconhecido como possuindo propriedades
anti-microbianas naturais. Como resultado, quando aplicado no tecido como acabamento, o Sanitized
Silver actua sobre as membranas celulares das bactérias, impedindo o crescimento e a reproducdo das

bactérias responsaveis pelo desenvolvimento de odores desagradaveis.

O novo desenvolvimento possui a certificacdo bluesign e Oeko-Tex 100 (classe I-1V),
provando que foi submetido a rigorosos testes de qualidade e respondeu as mais altas exigéncias. «A
Sanitized é uma empresa ecologicamente consciente. Estes certificados de qualidade demonstram que
0 Sanitized Silver é seguro para as pessoas € 0 meio ambiente», explica Burnette, quimico de

formacdo e com 20 anos de experiéncia em quimica téxtil.

Segundo a empresa, 0 Sanitized Silver melhora o conforto do vestuario e ndo altera a sensacdo
de suavidade dos tecidos, destinando-se essencialmente para tecidos utilizados na producdo de
vestudrio de desporto, exterior e trabalho. Também se aplica em malhas, como t-shirts, roupa interior
e meias. Apresenta uma elevada resisténcia a lavagem, permitindo 50 ou mais ciclos a 60 °C. O
vestuario mantém-se fresco durante mais tempo e pode ser lavado com frequéncia sem comprometer

os beneficios anti-microbianos.

Sendo adequado para todos os tipos de construcdo de tecidos, o Sanitized Silver oferece maior
flexibilidade pela capacidade de se combinar com uma ampla gama de outros acabamentos téxteis e
permite um melhor manuseamento, na medida em que é uma solucdo pronta a usar, ndo precisando

de ser combinado com outros produtos, como um ligante.

No entanto, o Sanitized Silver ndo é uma nanotecnologia, nem possui nanoparticulas de prata.
As medigdes da dimensdo e distribuicdo das particulas verificaram que o Sanitized Silver esta fora da
gama das nano-particulas (Sanitized.com, 2009).
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1.15.3. Tratamento antimicrobiano a base nanoparticulas de prata

O tratamento iSys MTX/iSys AG é uma combinacdo produtos inovadora para a obtencdo de
um acabamento antibacteriano (Figura 6). iSys MTX é um sol orgéanico-inorgénico reativo para
téxteis, que inclui propriedades ligantes notaveis.

Figura 6 - Processo de obtenc@o do acabamento antimicrobiano iSys AG (Koch M.; 2006).

Processo sol gel é um processo de obtengdo de materiais inorganicos ou hibridos organico-
inorganicos na qual ocorrem as reacGes de hidrélise e condensacgdo do precursor para a formacgdo de
particulas de tamanho coloidal (sol) e posterior formacdo da rede tridimensional (gel) (Dislich. H.;
1986) Com iSys MTX o processo sol gel torna-se realidade na industria téxtil. O iSys AG é baseado
em prata que é fixada sobre a superficie de fibras por iSys MTX e, portanto, faculta uma protec¢do
duradoura contra bactérias. Além disso, serd mostrado que esta matriz sol-gel orgénica-inorganica

oferece muitas possibilidades de outras funcionalidades (Koch M.; 2006).
As vantagens deste produto sao:

e Camada funcional, a escala nano, sobre o tecido, com excelente durabilidade.
e Forte efeito antibacteriano

e Aplicacdo simples, por foulardagem, em quantidades reduzidas

e Alta resisténcia a lavagem

e Flexibilidade na escolha dos tecidos

e Boa estabilidade do banho

e Tendéncia a amarelecer muito ligeira

e Pode combinar-se com amaciadores (Koch M.; 2006).

1.16. Metodologias de estudo de actividade antimicrobiana em téxteis
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Os métodos de avaliacdo da actividade antimicrobiana nos materiais téxteis, devem ser capazes
de avaliar a eficiéncia do tratamento antimicrobiano, bem como, assegurar que o desempenho do

artigo téxtil ndo sera alterado pelo tratamento.

Os compostos antimicrobianos diferem entre si, fisica e quimicamente, e actuam nos
microrganismos segundo diversos mecanismos. Assim sendo, podem ser efectuados varios testes de

actividade antibacteriana para avaliar correctamente uma aplicagdo com estes compostos.

Devido & grande diversidade de materiais e de usos destes, observa-se uma grande dificuldade
de desenvolver um sO teste que consiga satisfazer todos os requezsitos. Por isso, podera ser
necessaria uma cascata de testes basicos e faceis, para explorar completamente a actividade dada por
um determinado artigo/ material (etapa 1), seguido da simulacdo as condicGes de exposicao (etapa 2)
até a avaliacdo usando o artigo (etapa 3) (Ramachandran, et al., 2004).

E importante ser desenvolvida uma cadeia de testes onde nos primeiros se consiga informagao

para auxiliar os testes seguintes.

Tabela 2 - Exemplos de materiais tratados.

Produto Exigéncias feitas
Controlo efectivo do crescimento numa vasta
gama de microrganismos
Aumento da frescura, reducéo do odor,
inibicdo de crescimento bacteriano
Combater o crescimento de fungos que causam
“Thursh” e “Pé de atleta”
Prevenir o crescimento bacteriano e manter a
higiene da toalha

Teéxtil antimicrobiano
Meias
“Tights (hosiery)”

Toalhas de banho

Como se pode observar na Tabela 2, existem muitas categorias de produtos onde em cada um
destes, varios parametros podem ser mais importantes que em outros. Num certo téxtil que indica que
tem actividade antimicrobiana sob certas condicGes, é importante mostrar que as bactéris cresceriam
num téxtil ndo tratado sob as mesmas condi¢cdes. Um bom controlo é a chave para um sucesso nos
testes. Do mesmo modo, é importante ter em atencdo as condicgdes fisicas e quimicas da populacao
microbiana do teste, isso para garantir 0 crescimento e sobrevivéncia da populacéo. Os testes devem
ser capazes de ser reproduziveis para qualquer espécie e os resultados devem ser suficientes para que
a actividade calculada possa ser estatisticamente véalida.
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Podemos dividir os testes a téxteis antimicrobianos em dois grandes grupos (ver Figura 7), 0s
qualitativos, também conhecidos como testes de difusdo em agar, que apenas nos permitem
classificar qualitativamente o desempenho do téxtil (bom, mau, suficiente, insuficiente, etc), e os
testes quantitativos, que ja nos permitem fazer uma quantificacdo da reducdo bacteriana quando
sujeita ao contacto com o téxtil em questdo. Qualquer um dos procedimentos descritos nas normas de
testes quantitativos (1ISO, ASTM e JIS) aconselham o técnico a realizar primeiro as técnicas
qualitativas, para obter uma ideia do desenpanho do téxtil, e as caracteristicas deste, como a difusédo
do agente antimicrobiano. Os testes qualitativos sdo faceis, rapidos e ndo envolvem grandes custos.

Tipo de

Teste Norma

Figura 7 - Testes de actividade antimicrobiana em téxteis

1.16.1. Metodologias qualitativas

No primeiro grupo de testes, destacam-se 0s métodos AATCC 147 e I1SO 20645. Nestes
métodos, as amostras téxteis sdo colocadas em placas de agar que foram inoculadas com bactérias e
em seguida, incubadas. A intencdo é promover um contacto intimo entre o téxtil e a bactéria/meio de
crescimento, que ira resultar na inibicdo do crescimento na zona adjacente ao téxtil ou em uma area
em torno do téxtil, indicando que o agente antimicrobiano tenha-se dissolvido no meio de cultura.
Estes métodos sdo geralmente reconhecido como sendo ndo-quantitativos, embora potencialmente
possam ser usados em ensaios de determinados produtos antimicrobianos da mesma forma que essas

técnicas sdo utilizadas para determinados antibidticos (Hewitt, W; 1989). Isto pode ser util como uma
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ferramenta e despistagem para investigar o efeito da lavagem ciclos etc Estes métodos sdo
amplamente empregadas na inddstria téxtil, uma vez que fornecem uma representacdo grafica de alta
atividade antimicrobiana, embora isso possa levar a equivocos quer da escala de efeito observado
(maiores zonas de inibicdo olhar melhor) e as implicagcbes que a mobilidade de ingrediente ativo
poderia ter sobre a vida de servico. Embora estas técnicas sejam considerados improprias para
"quantificar" o efeito dos efeitos do tratamento antimicrobiano em téxteis, existem alguns casos em
que podem fornecer dados mais relevantes que os dados obtidos através duma técnica totalmente

quantitativas.

1.16.2. Metodologias quantitativas:

Na Figura 8 observa-se que existem pelo menos 5 técnicas que fornecem dados quantitativos
sobre o efeito de um tratamento téxtil contra bactérias. Sendo estes possiveis de divir em dois grupos

tal como se pode ver na Figura 8:

Inéculo/amostra

AATCC100
1S020743

JIS2801
ASTM 2180

com agitagdo

Figura 8 - Testes quantitativos para a determinacéo actividade antimicrobiana em téxteis

Directamente]
naamostra

Testes
Quantitativos

Neste tipo de teste, as amostras sdo inoculadas com suspensfes de bactérias e, em seguida,
incubadas por um determinado tempo antes de ser examinado o tamanho da populagéo presente . Os
métodos diferem no meio de suspensdo, nimero de repeticOes, estirpe usada, as condigdes de
incubacdo, métodos de extragdo entre outros. Os métodos AATCC-100 e JIS L 1902 aparetam ser 0s
mais usados. A norma suica SN195924 da qual ndo tivemos acesso, foi baseada na Norma AATCC
100, mas foi modificada para melhorar a repetibilidade e reprodutibilidade do método. Isso resultou
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num método mais complexo. Os métodos quantitativos mostram ser mais adequados para determinar
as propriedades bactericidas e bacteriostaticas dos téxteis. Embora tivessem sido originalmente
desenvolvidas para examinar os efeitos contra bactérias, elas podem ser estendidas para a
investigacdo do impacto sobre leveduras, bem como esporos fungicos. E possivel prever que o
método deverd ser alargado para testar contra particulas virais, algas e protozoarios. Além disso, estes
protocolos podem ser combinados com estudos sobre o envelhecimento (por exemplo, o impacto de
ciclos de lavagem) para comecar a preencher, pelo menos, alguns dos requisitos dos ensaios de Nivel
3.

1.16.3. 1SO 20743:2007

A norma ISO 20743:2007 é aplicavel a todos os produtos téxteis, incluindo tecidos, estofo e
material de vestuario, mobiliario doméstico e de diversos bens, independentemente do tipo de agente
antibacteriano utilizado (organicos, inorganicos, naturais ou sintéticos), ou do método de aplicacdo
(built-in, pds-tratamento ou enxertia). Com base na sua aplicacdo e 0 ambiente em que o produto
téxtil ird a ser utilizado, o técnico pode escolher o mais adequado dos seguintes trés métodos de
determinacgéo da actividade antibacteriana:

e Método de absorcao (um método de avaliacdo na qual um suspensdo bacteriana é
inoculado directamente aplicada sobre as amostras),

e Método de transferéncia (um método de avaliagdo em que as bactérias de teste sdo
colocadas em placas de agar e transferidas para amostras),

e Método de impressao (um método de avaliacdo no teste bactérias que sdo colocados

num filtro e impressos nas amostras).

Sao também especificados os métodos de contagem em placa e através do ATP (adenosina tri-
fosfato).

1.16.4. AATCC Method 100 -""Assessment of Antibacterial Finishes on Textiles"

Utilizado para avaliar quantitativamente a eficacia antimicrobiana de um produto téxtil, quando
desafiados com Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae.
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O método quantitativo AATCC 100 foi concebido para medir a capacidade de um tecido

antimicrobiano para matar ou inibir o crescimento de microrganismos.

O microrganismo de teste é cultivado em meio liquido, a concentracdo desta suspensdo é
padronizada. A cultura microbioldgica é diluida numa solugdo nutritiva estéril. O controlo e a
amostra de tecido a testar sdo inoculados com microrganismos. A inoculacdo é feita de modo a que a
suspensdo microbiana apenas toque no tecido. S&o determinados os niveis de bactérias na “hora
zero”, tanto no téxtil de controlo, por eluicdo num grande volume de solucdo de neutralizacéo,
seguido da uma diluicdo e contagem por cultura em agar. O teste a amostra de controlo € executado
para verificar se o0 processo de neutralizacdo/eluicéo foi eficaz ao neutralizar o0 agente antimicrobiano
do téxtil.

Sé&o colocados a incubar durante 24 horas, amostras adicionais de téxtil a testar e controlos , em
frascos fechados, depois deste tempo de incubacéo, € entdo feita uma contagem de microrganismos.

Finalmente é calculada a reducdo relativa dos microrganismos no téxtil de controlo

Pontos fortes da norma AATCC 100:

Este método é quantitativo e os resultados tendem a ser reproduziveis. Este método analisa as
propriedades bacteriostéticas (inibicdo de crescimento) e bactericidas (mata as bactérias). As
concentragfes microbianas sdo padronizadas, e sdo fornecidos nutrientes as bactérias durante o
periodo de incubagdo, o qual fornece uma boa oportunidade as bactérias de crescer, se o tecido ndo
for suficientemente antimicrobiano. Isto estd em contraste com alguns outros testes antimicrobianos,
onde 0s microrganismos sdo "incubados" em suspensdes ndo-nutritivas, o que em si pode ser

stressante para longos periodos.

Pontos fracos da norma AATCC 100:

O meétodo tem critérios de sucesso bastante vagos, o que significa que o tecido testado pode
sera considerado como "antimicrobiano" pela decisdo da empresa patrocinadora do estudo (o método
indica que "os critérios para o sucesso deve ser decidido pelas partes interessadas) O teste pode
tornar-se inadequado, se o tecido a testar ndo absorver facilmente liquidos (hidrofobicos).

1.16.5. ASTM E2149 - Antimicrobial Surface Test - '"Determining the
Antimicrobial Activity of Immobilized Antimicrobial Agents Under Dynamic

Contact Conditions™
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Este método é utilizado para avaliar quantitativamente a eficAcia de uma amostra tratada com
agente antimicrobiano ndo difusivel por agitacdo numa suspensdo com um organismo. O organismo

tipico usado é a Klebsiella pneumoniae.

A norma ASTM E2149 foi desenvolvida para superficies ou produtos antimicrobianos néao
difusivos, é entdo analisada a sua propriedade difusiva através dum método. Se for detectada um

agente antimicrobiano difusivo, devera ser utilizado outro método de ensaio.

O microrganismo de teste é cultivado em meio liquido. A concentragdo da suspensao bacteriana
é estandardizada. A cultura de microrganismos é entdo diluida numa solugdo tampdo estéril. Para
cada produto a ser testado, é colocado 50 mL da cultura microbiana padronizada em 3 recipientes
(em frascos de vidro estéreis funciona bem). Um frasco recebe apenas suspensdo bacteriana, outro
recebe a amostra a testar com tratamento antimicrobiano, o Ultimo recebe uma amostra de controlo
(uma amostra similar a amostra a testar, sem o0 agente activo). E analisada a concentragio microbiana
no liquido de todos os recipientes no "tempo zero". Todos os frascos sdo agitados pela ac¢do de um
agitador durante algum tempo, geralmente 1-24 horas.

Depois da agitacdo em suspensao microbiana para o periodo de contacto, um pequeno volume
da suspensdo € re-analisada para 0 agente antimicrobiano e, em seguida, as concentracdes

microbianas em todos os frascos sdo novamente determinadas.

As concentragdes dos microrganismos no frasco que continha o produto antimicrobiano sdo
comparados, quer com o frasco que continha apenas suspensdo microbiana, como para o frasco que

continha o controlo, dependendo de certas condi¢Bes especificadas pelo método.

A produto é considerado "antimicrobiano™ se que produz uma reduc¢do substancial em relacéo a
qualquer objecto ou o indculo de controlo. Se tanto o pré-teste ou o pos-teste mostrarem a presenca

de "agente antimicrobiano disfusivo", os resultados sdo ent&o invalidados.

Pontos fortes da norma ASTM E2149:
A norma ASTM E2149 especifica claramente a concentragdo microbiana inicial, permitindo

uma comparacdo bastante reprodutivel entre diferentes produtos antimicrobianos.

A norma ASTM E2149 est4 escrita de a fim de permitir uma flexibilidade experimental, que
permite aos investigadores adaptar o método para testar produtos antimicrobianos de diferentes

formas e tamanhos.
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Pontos fracos da norma ASTM E2149:
Embora este método seja usado rotineiramente pelos fabricantes de superficies antimicrobianas,

ela ndo pode ser aplicada na maioria dos produtos antimicrobianos.

Os tipos de produtos usualmente testados por este método incluem bancadas, canetas,
polimeros antimicrobianos, e outras coisas do género. Segundo a experiéncia de laboratorios que
praticam testes antimicrobianos, muitos produtos que "passam" na norma ASTM E2149 ndo
produzem um efeito antimicrobiano apreciavel em situacbes mais realistas (como quando uma
suspensdo diluida de bactérias é colocado directamente sobre o produto e, em seguida, voltar a
analisar uma hora posteriormente - muitas vezes ndo ha diferenga entre o "antimicrobianos" amostra

e uma amostra de controlo negativo).

Os resultados do método ASTM E2149 sdo altamente dependentes do tempo de contacto
escolhido para o estudo. Um teste onde a superficie antimicrobiana que tem um contacto com o
in6culo mais de uma hora, é certamente menos eficaz do que outro onde o indculo tem um tempo de
contacto de 24 horas, no entanto, a maioria dos produtos é testado com um tempo de contacto de 24
horas.

Os Laboratdrios que efectuam testes antimicrobianos tém cuidados acrescidos ao realizar o
método ASTM E2149 tal como este € apresentado na norma. Embora a norma ASTM E2149 tenha
alguns inconvenientes, é fortemente usada na industria e pode ser usada para comparar 0s produtos

comercialisados por diferentes empresas.

1.16.6. JIS Z 2801: 2000 - ""Antibacterial products-Test for Antibacterial activity

and efficacy"

A norma industrial japonesa JIS Z 2801: 2000 foi desenvolvida para medir a atividade
antibacteriana de materiais hidrofobicos, originalmente resultante da incorporacdo de iGes de prata
em polimeros rigidos. O método foi desenvolvido por um consoércio de trabalhadores composto por
fabricantes de tratamentos antimicrobianos a base de prata, 0 governo japonés, organizacdes de
investigacdo e universidades com sob a organizacdo da SIAA. O método foi validado no Japao
(Suzuki S. et al, 2006) €, depois foi base do projecto da norma ISO que viria a ser validada pelo SIAA
em colaboracdo com o International Biodeterioration Research Group (Imai S., 2005)

O método descrito no JIS Z 2801
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e Fornece dados quantitativos.

e Pode ser modificado para ser adaptado a efeitos biocidas e bioestaticos

e Pode ser modificado para ser adaptadp a uma grande variedade de espécies microbianas
(incluindo alguns fungos, algas e protozoarios, bem como uma vasta gama de espécies
bacterianas e virus (Askew P., 2002).

e Pode ser modificada para permitir uma ampla gama de tempos de contacto e temperaturas
para ser examinado (Askew P., 2005).

A actividade antibacteriana é medida ao quantificar a sobrevivéncia das células bacterianas que
tenham tido contato intimo com uma superficie que contém um agente antibacteriano, por 24 horas a
35°C. O efeito antibacteriano é medido pela comparacdo da sobrevivéncia das bactérias com um
material tratado com outro da mesma natureza mas ndo tratado. A técnica é bastante idéntica a
técnica aprsentada na norma AATCC 100, no entanto é usado uma pelicula de polietileno a cobrir o
in6culo que € colocado sobre a amostra, para promover um contacto mais eficaz entre o inoculo e a
amostra téxtil. A notar também o uso do Stomacher® para a recuperacdo da populacdo bacteriana
para contagem. Esta norma aparenta ser mais evoluida que a norma AATCC 100 (JIS Z 2801).

1.16.7. ASTM E-2180 - Standard Test Method for Determining the Activity of

Incorporated Antimicrobial Agent(s) In Polymeric or Hydrophobic Materials

Este método é usado para avaliar quantitativamente a eficAcia de um agente antimicrobiano
incorporado em materiais sintéticos hidrofobicos. Os organismos usados sdo normamente o

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (ou Klebsiella pneumoniae).

Materiais poliméricos, tais como capas de vinilo para piscinas, cortinas de duches e varios
dispositivos médicos sdo freqlientemente tratados com agentes antimicrobianos incorporados ou
vinculados. Préticas G 21 e G 22 sdo utilizados para determinar a capacidade de materiais
poliméricos para resistir a ataques microbianos ou coloracdo (ver também Pratica E1428), porém,
nenhum dos métodos permite uma avaliacdo quantitativa dos da actividade dos agentes
antimicrobianos incorporados. Estes antimicrobianos normalmente requerem contato com as células

para um desempenho maximo.

Quando um indculo bacteriano baseado numa suspensdo aquosa baseada é aplicado sobre um

material hidrofobico, a tensdo superficial do polimero leva muitas vezes a suspensdo inoculada a

m ”



Universidade da Beira Interior - Aperfeicoamento das técnicas de avaliacao
da actividade antimicrobiana em produtos téxteis.

“saltar” para fora da amostra. Bactérias do indculo ndo podem assim entrar em contato com a
superficie tratada. Este teste padrdo envolve um indculo com &gar que proporciona um contacto

relativamente uniforme dos in6culos com superficies antimicrobianas hidrofobicas.

Resumindo este método é similar ao método AATCC 100, tendo como diferenca o tipo de
indculo usado.
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2. Objectivos

O objectivo deste trabalho consiste no estudo das técnicas quantitativas de avaliacdo da
actividade antimicrobiana usados em produtos téxteis, e estudar simultdneamente uma gama de
produtos téxteis desenvolvidos pelo Departamento de Ciéncias e Tecnologia Téxteis da Universidade
da Beira Interior.
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Procedimento
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3. Procedimento

3.1.Estudo prévio as estirpes

Fez-se um estudo prévio de identificacdo e controlo de contaminacdo das estirpes utilizadas.
Para cada estirpe fez-se uma cultura em meio tryptone soya agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd.
Basingstoke, Hampshire, England) e incubada a 37+1°C durante 24h. A partir de uma coldnia isolada
foi realizado o teste de coloragdo de Gram e cultura em meio selectivo e diferencial para confirmagéo
da respectiva estirpe.

3.1.1.  Staphylococcus aureus

Para estas estirpes, fez-se coloracdo de Gram, e microscopia 6ptica. Também se fez uma
cultura em meio Baird-Parker egg york tellurite agar ; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire,
England) que incubou a 37+2°C durante 24h.

3.1.2. E. coli

Para esta estirpe, fez-se uma coloragdo de Gram, e observou-se em microscopio Optico.
Também se fez uma cultura em meio tryptone bile x-glucoronide médium (TRYPTONE BILE X-
GLUCURONIDE MEDIUM (TBX); Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England). A placa
foi levada a incubar a 37+2°C durante 24h.

3.2. Caracterizacao das amostras

Para o estudo foram usadas as amostras listadas na Tabela 7, com referéncia & composicao,

agente antimicrobiano e a respectiva marca.
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Tabela 3 - Composicdo dos 4 tipo de téxteis tratados com acabamentos antimicrobianos e o téxtil ndo tratado usado
como controlo

Amostra Composicao Agente Marca

antimicrobiano

1 100% PES IGes de prata ISys Ag

2 50% PES 50% Algodao I8es de prata ISys Ag

3 100% Algodao IGes de prata ISys Ag

4 100% PES IGes de prata ISys Ag

5 100% Algodao (c-5%)* Triclosano Ultra-Fresh
6 60% PES 40% Algodao I8es de prata Bioguard

7 Quitosano/Algodéo Quitosano Shin-era
Controlo 1 100% PES

Controlo 2 100% Algodao

* Quantidade de aplicacdo relativamente ao peso do tecido.

As amostras 1, 2, 3 e 4 provieram de um estudo cientifico desenvolvido pelo Departamento de
Ciéncias e Tecnologias Téxteis da Universidade da Beira Interior - Covilhd, Portugal; onde era
necessario analisar a actividade anti-microbiana de varios téxteis com diferentes percentagens de
algodé&o e de Poliestireno contendo um agente antimicrobiano baseado em ides de prata incorporados

por nanotecnologia, com o nome comercial 1Sys AG.

A amostra 5 consistui num téxtil de algoddo (100% algoddo) tratado com acabamento
antimicrobiano baseado em triclosano, comercializado sob o nome de Ultra-Fresh® NM-V2, com
uma quantidade de aplicacdo de 5,0% relativamente ao peso do tecido. Este acabamento foi
gentilmente doado pela empresa Horquim®, sediada em Folgosa — Maia, Portugal. O acabamento foi
aplicado a um téxtil de algoddo conforme as especificacbes da ficha técnica do tratamento
antimicrobiano Ultra-Fresh® NM-V2, com o auxilio do Departamento de Ciéncias e Tecnologias
Téxteis da Universidade da Beira Interior - Covilhd, Portugal. O mesmo téxtil de algodao néo tratado,

foi também analisado e usado como controlo (controlo 2).

A amostra 6 consistitu num téxtil comercializado sob a marca Bioguard produzido pela
Klopman®. A amostra tem como referéncia Bioguard 185. Os téxteis bioguard sdo tratados com o

tratamento antimicrobiano Sanitized®.

A amostra 7 consitui numa mistura de algoddo com uma fibra antimicrobiana a base de

quitosano.
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3.3.Avaliacéo da actividade antimicrobiana de téxteis segundo 0 metodo NP
EN ISO 20645:2005

3.3.1.  Principio do método

As amostras a testar sdo colocadas numa placa com duas camadas de agar (inferior e superior).
A camada inferior consiste em meio estéril, e a camada superior é inoculada com a bactéria
seleccionada. O nivel de actividade anti-bacteriana é determinado examinando a extensdo do
crescimento bacteriano na zona de contacto entre a amostra 0 e agar e, Se presente, a extensdo da

zona de inibicdo & volta da amostra.

3.3.2. Material e reagentes

e Incubador, Memmert INE 500;

e Autoclave, capaz de operar a 121°C e 205kPa;

e Banho-maria, capaz de manter a temperatura a 45+2°C;
e Meio tryptone soya Agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England);
e Soro fisiologico

e Frasco de 1000ml com doseador (1 - 10mL).

e \ortex

e Placas de petri (15 x 90 mm)

e Micropipeta de 5000uL

e Micropipeta de 1000uL

e Micropipeta de 100uL

e Tubos de ensaio 16 x100 mm

e Placa de aquecimento

e Espectofotometro

3.3.3.  Preparagédo das amostras
As amostras téxteis circulares e com didmetro de 355 mm foram esterilizadas por

autoclavagem a 121°C e 205kPa durante 15min.
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3.3.4. Culturas de bactérias

Foi usada uma estirpe Staphylococcus aureus ATCC 25923 do lote 360471 (Microbiologics, St
Cloud, USA) e a estirpe E. coli ATCC 25922 do lote 335061 (Microbiologics, St Cloud, USA). As
estirpes foram recuperadas segundo o método descrito no manual do produtos e mantidas em placas
de tryptone soya agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) a 5 °C, apds as
suas identidades terem sido confirmadas conforme descrito no ponto 3.1.

3.3.5.  Preparacéo do inéculo

As culturas foram inoculadas individualmente em tryptone soya agar e incubadas a 37°C
durante 24 horas. Células provenientes de uma coldnia isolada foram cuidadosamente colhidas e
suspensas em 5mL duma solucdo salina (NaCl 0.85%) de modo a obter o padrédo 0,5 (~2 x10°
CFU/mI) segundo a escala turbimétrica de MacFarland lendo uma densidade éptica de 0,125 a
550nm.

3.3.6.  Procedimento de teste

Prepararam-se 400mL de agar tryptone soya agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England) num frasco autoclavavel com 500mL de capacidade. Depois de ser levado ao
banho-Maria e ter fervido durante 2 minutos, o meio foi transferido para tubos de ensaio, com 10ml
em cada um. Os tubos foram tapados e autoclavados a 121°C durante 15min. De seguida deitou-se o
contetido de cada tubo para uma placa de petri de 90mm para formar uma camada inferior com 10 +
0,2mL. Para a camada superior preparou-se 75mL de agar tryptone soya agar (TSA; Oxoid, Oxoid
Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) num frasco autoclavdvel com capacidade para 100ml. O
meio foi esterilizado em autoclave a 121°C durante 15min e foi arrefecido em banho-maria até atingir
a temperatura de 45+2°C. Inocularam-se os 75mL de agar com 0,5 + 0,05mL de in6culo. Com a
ajuda de uma micropipeta de 5000uL, colocaram-se 5SmL de meio inoculado em cada placa, sobre a
camada inferior e deixou-se solidificar. A amostra téxtil a analisar foi entdo colocada no centro da
placa com o auxilio de uma pinca esterilizada. Finalmente procedeu-se a incubagéo a 37+1°C durante
18h a 24h.
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da actividade antimicrobiana em produtos téxteis.

3.3.7. Controlos

Usaram-se varios controlos para monitorizar a técnica. Como controlo de esterilidade do meio

utilizou-se uma placa apenas com a camada inferior de meio (Controlo 1). Como controlo das

amostras téxteis, colocou-se uma amostra em meio estéril (Controlo 2). Como controlo de

crescimento utilizou-se uma placa de petri contendo a camada inferior e a camada superior inoculada

sem amostra (Controlo 3). Os controlos sdo colocados a incubar nas mesmas condi¢des das amostras

téxteis a ensaiar.

3.3.8. Esquema

g B o Placa de petri estéril

:

10mL de meio TSA estéril
- C ) 9 12 camada de agar
S IS
150mL de
meio TSA Agitar ‘
4 5mLde meio
— inoculado
ImLde »> | pe— 9 22 camada de agar
cultura e —_—
(1-3 % 10% CFU/ml)
35 mm ’ ZRA
= e Aplicagio da
: amostra téxtil
., = — O
' o —

i

Figura 9 - -Esquema representativo do método NP EN 1SO 20645 2005
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3.3.9.  Andlise de resultados
Tabela 4 - Avaliacdo da actividade antimicrobiana (ISO 20645 2005)

Zona de inibicdo Crescimento

sdi icd Avaliaci
Valor médio (mm) | sob a amostra Descricdo valiacdo

Zona de inibigdo excede 1mm, sem

>1 Negativo crescimento

Zona de inibicdo até 1mm, sem Boa eficacia

1-0 Negativo crescimento

Sem zona de inibicdo, sem

0 Negativo crescimento

N&o existe zona de inibicdo, somente

0 Ligeiro algumas col6nias restritas, o

crescimento suprimiu quase
totalmente

Eficiéncia Limitada

N&o existe zona de inibicéo,
comparando com o controlo o
crescimento reduziu-se para metade

0 Moderado

Eficiéncia insuficiente

Comparando com o controlo ndo
existe zona de inibicdo, ndo existe
reducdo do crescimento ou somente
um crescimento ligeiramente
reduzido.

0 Elevado
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3.4.- Avaliagdo da actividade antimicrobiana de téxteis segundo o método
AATCC 100 com adaptacdes do método 1SO 20743.

3.4.1.  Principio do método
Este método proporciona um método quantitativo para a avaliagdo do grau de actividade
antimicrobiana. E colocado uma quantidade de bactérias directamnente sobre uma amostra, e levado

a incubar durante 16h.

3.4.2. Material e reagentes

e Incubador, Memmert INE 500;

e Autoclave, capaz de operar a 121°C e 205kPa;

e Banho-maria, capaz de manter a temperatura a 45+2°C;

e Incubadora orbital;

e Meio tryptone soya Agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England);
e Meio tryptone soya Broth (TSB; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England);
e Lecitina de ovo (GPR Rectapur Lecithin; VWR International, LLC, Delaware, USA);
e Polisorbato (Tween® 80, Merck Ltd, Hohenbrunn, germany);

e Ringer Tablets (RINGER Tablets; Merck, Darmstadt; Germany)

e Soro fisiologico

e Espectofotometro

o Vortex

e Erlenmeyer de 250ml

e Placas de petri (15 x 90 mm)

e Pipetas 1000uL

e Tubos de ensaio 16 x100 mm

o Cotonetes estéreis

e Banho de ultrasons 47khz

e Placa de aquecimento

e Espectofotometro
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3.4.3. Preparacédo das amostras

As amostras téxteis circulares e com diametro de 35+5 mm foram colocadas em erlenmeyeres

de 100ml de capacidade e esterilizadas por autoclavagem a 121°C e 205kPa durante 15min.

3.4.4. Culturas de bactérias

Foi usada uma estirpe Staphylococcus aureus ATCC 25923 do lote 360471 (Microbiologics, St
Cloud, USA). A estirpe foi extraida segundo o método descrito no manual do produtos e mantida em
placas de tryptone soya agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) a 5 °C,
apos as suas identidades terem sido confirmadas conforme descrito no ponto 3.1.

3.4.5. Preparagéo do in6culo

ApO6s um crescimento de 24 horas numa placa com meio tryptone soya agar (TSA; Oxoid,
Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) incubada a 37°C, a estirpe foi transferida para um
frasco com 100ml de meio tryptone soya broth (TSB; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire,
England), e novamente incubada a 37°C+2°C durante 24 horas sob agitagdo numa incubadora com
rotacao orbital.

3.4.6. Procedimento

Prepararam-se dois frascos de meio TSB. Depois da sua esterilizacdo estes foram inoculados, a
cultura bacteriana cresceu durante 18h a 37°C+2°C. O microrganismo proveio duma cultura em agar
com 18 a 24h.

A solucdo a aplicar foi preparada através da dissolugdo de 0,85 g NaCl e 0,3 g de agar em 100
mL de &gua desionizada. A solugdo foi esterilizada por autocalvagem (ASTM E 2180).

Colocou-se 100uL de cultura padronizada (1-5 x 10®° CFU/mL) em 100 mL da solucéo
estabilizada a 45 + 2°C. A concentracdo final foi de 1-5 x 10° CFU/mL. Esta foi a solucéo de
trabalho.
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Foi usado como meio de extragdo uma mistura de meio Tryptone Soya Broth (TSB; Oxoid,
Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) com 0,7 g/l de Lecitina e 5,0 g/l de Tween 80. Foi
preprado 1000ml deste meio, que antes de ser esterilizado foi dividido por tubos (20ml/tubo).

Pipetou-se 0,75ml de solucdo de trabalho directamente sobre as amostras a testar e controlo.
Com uma aplicacdo lenta e suave, com angulo de incidéncia baixo em relacdo a amostra, formando

uma pelicula ndo superior a 1 mm de profundidade.

Depois de colocados os 0,75mL de meio inoculado (meio de trabalho), esperou-se 1min.
Depois do tempo de espera, adicionou-se 100ml de meio de neutralizagdo, agitou-se o erlenmeyer
durante 1min, e extraiu-se 1ml deste meio para um tubo com 9ml de meio TSB. De seguida
efectuaram-se varias diluicdes e fez-se a contagem em placa. Esta contagem foi considerada como
contagem do tempo “Oh” Repetiu-se 0 mesmo processo para 0s outros erlenmayers apds terem sidos
levados a incubar durante 16 horas.

A humidade baixa na incubadora pode causar secagem do &gar com indculo sobre as amostras.
A humidade relativa no interior da incubadora deve ser igual ou superior a 75%, para conseguir esta

humidade relativa, colocaram-se os erlenmeyers numa tupperware com agua no fundo.

3.4.7. Esquema

AATCC 100 - Antimicrobial Fabric Test

/:\ | ﬂ 1) Imediatamente
awh A e 2) 37 CI! a24h
Preparara amostra Colocaraamaestra Prepararasolugio Colocar0,5a ImlL de Colocar 100mL de
num Erlenmeyer de de inéeulo. indculo directamente meioneutralizante
250mL sobre a amostra
® = 2 .
c ] : & o N
|§ *
9
&
Agitardurante 1 @
mim.

Contagem dos
microrganismos por
método de cultura

Retirar 1ml dasuspens3o para um
Tubo de ensaio, diluirvarias vezes .

Figura 10 - Esquema representativo do método Método AATCC 100-2004
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3.4.8. Contagem de células

A contagem de células viaveis foi efectuada por contagem em cultura, este método de
contagem em placas indica-nos o nimero de células formadoras de colénias em solucdo (CFU). Foi
usado como meio de cultura 0 meio Meio tryptone soya Agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England). Foi adicionado ao meio 0,7 g/l de Lecitina e 5,0 g/l de Tween 80.

3.4.9.  Contagem em placa e dilui¢des em série

A suspensdo foi serialmente diluida (1:10) em 0,1% de peptone water, e 0,1mL de cada
diluicdo foi aplicada numa placa de agar TSA pela técnica de espalhamento e 1mL aplicado numa
placa pelo método “pour plate”. Incuba-se a 35°C durante 24horas para determinar o nimero de

células viaveis.

a) 0 método pour plate b) O método de espalhamento em placa

1,0 ou 0,1 ml 0,1 ml

o ﬁ%‘gﬁ&i‘; o Adicéo do in6culo
laca sem em placa contendo
0 meio sélido

meio

l Diluicao das bactérias

e Adicdo do
agar em meio
fundido

9 Espalhamento
do inoculo em
toda a superficie

9 Misturar
com
agitacdo
suave

|

oCrescimento das 9 c . 4
colénias ocorre na re§c!mento as
superficie como colonias sp_mente

na superficie do

também dentro do N
agar apos meio
solidificacdo

Figura 11 - Esquema representativo do método pour plate e espalhamento
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Figura 12 - Esquema representativo do método de contagem por diluicédo

3.4.10. Determinagdo da eficiéncia antibacteriana
O célculo para a percentagem de reducdo envolveu a seguinte formula:

1) 100 ((B ou C) — A)/ (B ou C)=R

- % de redugéo
A - Numero de bactérias contadas no frasco com téxtil tratado apds um certo tempo de incubagédo
B - Numero de bactérias contadas no frasco com téxtil tratado logo ap6s incubacgéo (t= 0)
C - NUmero de bactérias contadas no frasco com téxtil ndo tratado logo apds incubacdo (t= 0)

Se “B” e “C” nao forem similares, devra ser usado o valor mais elevado. Se ndo forem

significantemente diferentes (entre 15%), devera ser usada a formula seguinte:
2) 100 (D-A)/D =R
Onde:

D= (B +C)/2
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3.5.Avaliacéo da actividade antimicrobiana de téxteis segundo o método
ASTM E- ASTM E 2149

3.5.1.  Principio do método

Tal como o método anterior, este método é quantitativo e permite-nos avaliar de forma mais
aprofundada a actividade antimicrobiana do téxtil a analisar. A fibra a analisar é colocada em 100ml
meio tampdo inoculado e levado a incubar a 37+1°C durante 1h a 2h. Periodicamente, ¢ feita uma

contagem da concentragéo celular no meio.

3.5.2. Material e reagentes

e Incubador, Memmert INE 500;

e Autoclave, capaz de operar a 121°C e 205kPa;

e Banho-maria, capaz de manter a temperatura a 45+2°C;

e Incubadora orbital;

e Meio tryptone soya Agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England);
e Meio tryptone soya Broth (TSB; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England);
e Lecitina de ovo (GPR Rectapur Lecithin; VWR International, LLC, Delaware, USA);
e Polisorbato (Tween® 80, Merck Ltd, Hohenbrunn, germany);

e Ringer Tablets (RINGER Tablets; Merck, Darmstadt; Germany)

e Soro fisiologico

e Espectofotometro

o Vortex

e Erlenmeyer de 250ml

e Placas de petri (15 x 900 mm)

e Pipetas 1000uL

e Tubos de ensaio 16 x100 mm

o Cotonetes estéreis

e Placa de aquecimento

3.5.3.  Preparacédo das amostras

Cortou-se 1g de cada amostra de tecido em pequenas partes, com aproximadamente 0,5 x 0,5
cm e foi esterilizado em autoclave a 121°C e 205kPa durante 15min.
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3.5.4. Culturas de bactérias

Foi usada uma estirpe Staphylococcus aureus ATCC 25923 do lote 360471 (Microbiologics,
St Cloud, USA). A estirpe foi extraida segundo o método descrito no manual do produtos e mantida
em placas de tryptone soya agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) a 5 °C,
apos as suas identidades terem sido confirmadas conforme descrito no ponto 3.1.

3.5.5.  Preparacéo do inéculo

As culturas sdo inoculadas em tryptone soya agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England), e incubadas a 37°C durante 24 horas. Células provenientes de uma coldnia
isolada foram cuidadosamente colhidas e suspensas em 100ml de tryptone soya broth (TSB; Oxoid,
Oxoid Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) e levado a incubar com agitagdo durante 18 horas a
37+2°C. Retirou-se parte desta solugdo e diluiu-se com meio RINGER estéril até obter uma
absorvancia de 0,28 + 0,01 & 475nm (concentracdo de 1,5 a 3,8 x 102 CFU/ml). De seguida colocou-
se 1mL desta solugdo em 1000ml de solucdo de RINGER estéril, obtendo assim uma solucdo com
concentracdo de 1,5 a 3,8 x 10° CFU/ml. Esta foi a solucéo de trabalho.

3.5.6. Procedimento

Preparou-se um erlenmeyer de 250ml esterilizado em autoclave a 121°C e 205kPa durante

15min, para cada amostra tratada e ndo tratada, e outros sem amostra.

De seguida adicionou-se a um dos erlenmeyers 50ml de solucdo de trabalho, tapou-se o
erlenmeter e apds uma agitacdo durante 1min. £ 5 seg, retirou-se 1mL para um tubo de ensaio estéril

com 9mL de solugcdo de RINGER estéril.

Logo de seguida foi colocado o erlenmeyer na incubadora com rotagcdo orbital a 300rpm e
37°C. Depois de colocar o erlenmeyer na incubadora procedeu-se a contagem por pour plate com as
diluicbes “-3” e “-4”. Esta contagem foi considerada como contagem do tempo “Oh”. Repetiu-se o

Mesmo processo para os restantes erlenmeyer com uma diferenca de tempo entre eles de 10min.
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Apos decorrido uma hora depois da primeira medicdo, retirou-se o primeiro frasco da
incubadora orbital e retirou-se 1mL para um tubo de ensaio estéril com 9mL de solucdo de RINGER
estéril, e recolocou-se o erlenmeyer na incubadora. Esta contagem foi considerada como contagem do
tempo “1h”. Foi novamente usado um intervalo de tempo de 10min entre cada erlenmeyer. Repetiu-
se 0 mesmo processo uma hora depois para as contagens do tempo “2h”.

3.5.7. Contagem de células

A contagem de células viaveis foi efectuada por contagem em cultura, este método de
contagem em placas indica-nos o nimero de células formadoras de coldnias em solucdo (CFU). Foi
usado como meio de cultura 0 meio Meio tryptone soya Agar (TSA; Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England). Foi adicionado ao meio 0,7 g/l de Lecitina e 5,0 g/l de Tween 80.

3.5.8.  Determinagdo da eficiéncia antibacteriana

O célculo para a percentagem de reducdo envolveu a seguinte formula:
1) 100 (B-A)/B=R

R - % de reducéo
A - Numero de bactérias contadas no frasco com téxtil tratado apds um certo tempo de incubacéao
B - Numero de bactérias contadas no frasco com téxtil tratado logo ap6s incubacéo (t=0)

C - Numero de bactérias contadas no frasco com téxtil ndo tratado logo ap6s incubacéo (t= 0)

A diferenca entre o valor contado no frasco controlo que contem apenas o indculo ap6s o tempo
de incubacdo (C) e a contagem no frasco contendo a amostra ndo tratada apds o tempo de incubacao
(D), devera ser menor de 15%. Se ndo forem, calcula-se a percentagem de reducdo na amostra tratada
(A) comparando directamente com o controlo n&o tratado (D).

3) 100 (D-A)/D =R
Onde

D=(B+C)2

m ”
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3.5.9. Esquema

ASTM E2149

Determining the Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact Conditions

E K

Preparar"uma Diluir a soluecio para Cortar uma certa Erlenmayer de 250mL de Colocar sob agitagdo

;"'5 pu?r_asaode obter a concentracio de guantidade de capacidade com 50ml de durante 1min. Contar o
Acterias et 3,0 1,5-3,0x% 10° CFU/mL. amostra solugdo bacteriana com a nimero de

® 105 CFU/mL. amostra microrganismos

{Abs 0,28 3 475nm)

s :
6 @ X e

N N
\

Eﬂlrzcni:f: agitacec Retirar 1 mLda suspensdo para um Colocar numa placa de petri para
' tubode ensaio, diluirvarias vezes. contagem de CFU por métado pour
Plate

Figura 13 - Esquema representativo do método ASTM E 2149-01 (shake flask test)

Amostra Amostra Nao
Tratada Tratada

Sem amosira

5 A

Erlenmayer de 250mL de Erlenmayer de 250mL de Erlenmayer de 250mL de
capacidade com 50ml de capacidade com 50ml de capacidade com 50ml de
solugdo bacteriana com a solugdo bacteriana com a solugdo bacteriana sem
amostra amostra ndotratada amaostra

N

&

¥

Contagem apos tempo t=0h, 1h e 2h a 372C sob forte agitacdo

Figura 14 - Esquema representativo do método ASTM E 2149-01

61



Universidade da Beira Interior - Aperfeicoamento das técnicas de avaliagdo
da actividade antimicrobiana em produtos téxteis.

Resultados
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3.6.Resultados:

Os resultados estdo apresentados em duas partes, primeiro os resultados obtidos nos testes
qualitativos, teste de difusdo em agar (ISO 20645:2005), e depois os resultados obtidos nos testes
quantitativos. Nos resultados dos testes quantitativos, é apresentado para cada teste uma tabela com
as contagens obtidas, outra apresentando os valores de reducdo bateriana. Sdo também apresentados
dois gréficos, onde se pode no primeiro fazer uma comparacao da reducéo bacteriana obtida por cada

amostra, e no segundo as curvas de “crescimento” da populacéo bacteriana.

3.7.Resultados dos testes qualitativos (ISO 20645:2005)

Tabela 5 - Resultados obtidos nos ensaios realizados nos materiais téxteis e fibra testados seguindo a norma 1SO 20645

100% Algodao I1Ges de prata ISys AG 0 0

Algodao - PES

o I1Ges de prata ISys AG 0 0 Mau
0

100% PES I1Ges de prata ISys AG 0 0 Mau

100% Algodao
(c-5%)*
40% PES 60%
Algodao

Triclosano Ultra-Fresh 17mm 5mm Muito Bom

I1Ges de prata Bioguard 82 0 - Bom

I 100% PES I1Ges de prata ISys AG 0 0 Mau

m ”



Tabela 6 - Resultados obtidos na avaliacdo da actividade antimicrobiana da amostra “UBI Azul” seguindo a norma 1SO 20645 2005.

Amostra | Estirpe = Halo Observagdo microscopica 30x Observagoes
« ___ TS e . 5 W

FETRE N L

Nenhum halo de inibigo,

tratamento ndo difusivo.

E. coli Sem Nenhuma bactéria no tecido,
halo provavelmente devido & falta de
aderéncia
UBI
Azul
Nenhum halo de inibigo,
tratamento néo difusivo.
S. Sem Nenhuma bactéria no tecido,
aureus | halo provavelmente devido & falta de
aderéncia
Sem halo de inibicdo
| sem Nenhuma bactéria no tecido,
E.coli ' 0 provavelmente devido 4 falta de
aderéncia
UBI
Azul
Nnao
tratado Sem halo de inibicéo
S Sem Nenhuma bactéria no tecido,

aureus | halo provavelmente devido 4 falta de

aderéncia




Tabela 7- Resultados btidos na avaliacdo da actividade antimicrobiana da amostra “UBI PES” sequindo a norma 150 20645 2005,

Amostra

Estirpe

Halo

Observaces

UBIPES

E. coli

Sem
halo

|magem microscopica 30x

S
areus

Sem
halo

Nenhum halo de inibicéo.
Crescimento diminuico debaixo
(o provete. Nenhuma colnia no
tecido, provavelmente devido &

falta de aderéncia grande
Crescimento partes intersticiais (a

malhia

UBI PES
Ndo
tratado

E. coli

Sem
halo

Nenhum halo de inibicéo.
Crescimento diminuico debaixo
(o provete. Nenhuma colnia no
tecido, provavelmente devido &

falta de aderéncia grande
Crescimento partes intersticiais (a

malhia

S
areus

Sem
halo

Nenhum halo de inibicdo.
Crescimento diminuico debaixo
(o provete. Nenhuma colnia no
tecido, provavelmente devido &

falta de aderéncia grande
Crescimento partes intersticiais (a

malhia

Nenhum halo de inibicéo.
Crescimento diminuico debaixo
(o provete. Nenhuma colnia no
tecido, provavelmente devido &

falta de aderéncia grande
Crescimento partes intersticiais (a

malha




Tabela 8- Resultados btidos na avaliagdo da actividade antimicrobiana da amostra “UBI PES/AIG” seguindo a norma 150 20645 2005.

Observaces

Fotografia Imagem microscopica 30x |

P - ¢ ) .
# o, A () 5
3 B N | AN
y W A - 5 % %
A . \
A . ! b fo
) "

Nenfum halo de inibicdo.
Crescimento diminuido debaixo

S8 doprovete, Nenhuma coléniano

Amostra  Estirpe | Halo
. Sem
E. coli il
UBI
PESIAly
S Sem
aureus | halo
. Sem
E. coli il
UBI
PESIAly
ndo tratado
S Sem
aureus | halo

.~ tecido, provavelmente devido &

falta de aderéncia grande

,? \ Crescimento partes intersticiais ca

malha

Nenfum halo de inibicdo.
Crescimento diminuido cgbaixo
(o provete. Nenhuma colGnia no
tecido, provavelmente devido &

falta de aderéncia grande
crescimento partes intersiciais ca

malha

Nenfum halo de inibicdo.

S Crescimento diminuido debaixo
S o provete. Nenhuma colonia no
9 tecido, provavelmente devido &

falta de aderéncia grande

crescimento partes intersiciais ca

malha

Nenfum halo de inibicdo.
Crescimento diminuido debaixo

g doprovete. Nenhuma coldnia no

tecido, provavelmente devido &
falta de aderéncia grande
crescimento partes intersiciais ca
malha




Tabela 9- Resultados btidos na.avaliacdo da actividade antimicrobiana da amostra “UBI Alg” seguindo anorma 150 20645 2005,

Amostra | Estire - Halo Fotografia
. Sem
E. coli l
UBI Aly
S | Sem
aureus  halo
E. coli S
halo
UBI Aly
Ndo
tradado
S | Sem
aureus  halo

Observaces

Imagem Microscapica 30x

Nenhum alo de inibico.

Crescimento diminuido debaixo do

provete. Nenhuma coldnia no tecido

provavelmente devido 4 falta de

- eréncia grande crescimento partes

Intersticiais da malha

Nenhum alo de inibico.
Crescimento diminuido debaixo do
provete. Nenhuma coldnia no tecido
provavelmente devido 4 falta de
aderéncia grande crescimento partes

Intersticiais da malha

Nenhum alo de inibico.
Crescimento diminuido debaixo do
provete. Nenhuma coldnia no tecido
provavelmente devido 4 falta de
aderéncia grande crescimento partes

Intersticiais da malha

Nenhum alo de inibico.
Crescimento diminuido debaixo do
provete. Nenhuma coldnia no tecido
provavelmente devido 4 falta de
aderéncia grande crescimento partes

Intersticiais da malha




Tabela 10 - Resultados obtidos na avaliagéo da actividade antimicrobiana da amostra “Ultra-fresh” seguindo a norma 150 20645 2005,

Amostra  Estie  Halo

Observacdo microscopica 30 Observaces

Actividade antibacteriana

eficaz, com halo de inibicdo

total de 5mm (3), ¢ inibicdo
parcial de 3mm (o)

E.coli  5mm

Ultrafresh

Actividade antibacteriana

eficaz, com halo de inibicdo

total de L, 7mm, & inibicdo
parcial de 3mm,

Amostra sem halo de inibicéo,
com crescimento diminuido
(ebaixo do provete,
provavelmente devido 4 falta
(e oxigenio.

Sem

E.cohHaIO

Ultrafresh
ndo tratado

com crescimento diminuido
(ebaixo do provete,
provavelmente devido 4 falta
(e oxigenio.

S Sem
aureus  halo




Tabela L1 - Resultados obtidos na avaliaco da actividade antimicrobiana da amostra “Bioguard” seguindo a norma 150 20645 2005,

Amostra  Estirpe  Halo Fotografia

Observaco microscopica Observaces

Y 4
\
o

PN\

Sem alo de inibico, mas com
Lima reducdo significativa do

B|oggard Ecoli  Omm crescimento bacteriano na
periferia & 500 a amostra,
Efeito antimicrobiano bom.

—
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3.8.Resultados dos testes quantitativos

3.8.1. AATCC 100
S@o0 aqui aprsentados os resultados obtidos no teste de actividade antimicrobiana
seguindo a norma AATCC-100. O primeiro grafico apresenta a reducdo bacteriana provocada
pelas varias amostras. Os valores no cimo das colunas apenas se referem ao valor R2 (valor
de reducdo bacteriana obtido através do calculo entre a amostra tratada e ndo tratada. Mais

informacGes na pagina seguinte.

100,00%

95,00%

90,00%
85,00%

80,00%
UBlazul UBImalha Quitosano Ultrafresh

Figura 15- Grafico da percentagem de redugéo bacteriana obtida através da norma AATCC-100

*Amostra anulada

1,00E+07
1,00E+06 — ==
, +
% ——UBI Azul
1,00E+05 \ tratada
\\ —a—UBI Azul ndio
1,00E+04 tratada
\ \ - —=>=Ultrafresh
1,00E+03 \ -
1.00E+02 =3&=Controlo

\ Ultrafresh

1,00E+01 =@-Quitosano

1,00E+00 T \',\ ) = UBI Malha
t=0 t=16

Figura 16 - Grafico do crscimento bateriano obtido na avaliagdo da actividade antibacteriana segundo a
norma AATCC100.

*Amostra anulada
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Tabela 12 - Resultados obtidos na avaliacéo da actividade antimicrobiana das amostras seguindo a norma AATCC-100.

Tempo 0 Tempo 16h
Extracdo

Nome da amostra (ml) Contagem -2 Contagem -3 Contagem -1 Contagem -3

Placal Placa2 Média Placal Placa2 Meédia N CFU Placal Placa2 Média Placal Placa2 Média N CFU
100 inc. inc. inc. 63 68 655 138E+05 5 4 45 0 0 0 945E+01
100 inc. inc. inc. 59 60 59,5 1725E+05  Inc. Inc. Inc. 182 165 1735  3,64E+05
100 inc.  inc.  inc. 49 44 465 976E+04 O 0 0 0 0 0 0,00E+00
100 inc. inc. inc. 40 23 31,5 661E+04  Inc. Inc. Inc. 30 51 405 851E+04
100 inc. inc. inc. 35 32 335 7,03E+04 566 492 529 3 5 4 1,11E+04
100 inc. inc.  inc. 33 47 40  840E+04 401 425 413 9 3 6  867E+03

e  Amostra anulada

Tabela 13 - Percentagem de reducéo bacteriana obtida através da norma AATCC-100

|| Redugdo bacteriana |
99,97%*
89,90%
84,21%
100,00%

* Amostra anulada.
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3.8.2. ASTM 2149-01
S@o0 aqui aprsentados os resultados obtidos no teste de actividade antimicrobiana
seguindo a norma ASTM E 2149-01.

100,0% -

90,0% -

80,0% i .t= 1h

70,0% - oy

60,0% - mt=2h

50,0% -

40,0% T T f
UBI Azul tratada Ultrafresh tratada Bioguard

Figura 17 - Gréfico da percentagem de reducao bacteriana obtida através da norma ASTM E 2149-01

1,00E+06

1,00E+05 - \

— UB| Azul tratada
- UB| Azul ndo tratada

- J|trafresh tratada

1,00E+04
—Ultrafresh ndo tratada
—Bioguard
=S50 indculo

1,00E+03

1,00E+02

Figura 18 - Grafico do crscimento bateriano obtido na avaliagdo da actividade antibacteriana segundo a norma
ASTM E 2149 :01.



Tabela 14 - Resultados obtidos na avaliagéo da actividade antimicrobiana das amostras seguindo a norma ASTM E 2149 -01.

I
ML ey (17 N Ry T

Diluicéo

P2 Média P2 Média P2 Meédia P1 P2 Média

---------------

IR el 222 223 2225 2,23E+05 602 610 6,06E+04 Inc. Inc. 281 303 2,92E+04

Dlirafrésh tratada ---------------

OlliElicsEbRieiebEl 100 101 1005 1,01E+05 298 277 2875 2,88E+04 Inc. Inc. 145 156 150,5 1,51E+04

JRNNCCIRN F  C

S6 indculo 158 167 1625 1,63E+05 325 333 3,29E+04 Inc. Inc.. 245 357 3,01E+04
Legenda: P1 - Placa 1, P2 - Placa 2

Tabela 15 - Percentagem de reducdo obtidos através da norma ASTM E 2149 -01.

I
o [BERIR

UBI tratada 49,7% 58,7%

Ultrafresh tratada --
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Discussao
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4. Discussao

O trabalho cientifico realizado em 2007 iniciou um estudo sobre as técnicas de avaliagdo
da actividade antimicrobiana em materiais téxteis. Este estudo era importante, pois grande
parte dos testes de desempenho de téxteis funcionais ndo era realizada por técnicos de
microbiologia, mas sim por técnicos especializados na area dos materiais téxteis. A tese
acabou por revelar-se um guia para a realizagéo de estudos a téxteis antimicrobianos. 1sso iria
facilitar a tarefa dos técnicos mas também iria aumentar o rigor dos estudos. Na altura
comegou-se a projectar uma cadeia de testes para conseguir uma avaliacdo rigorosa do
desempenho dos téxteis antimicrobianos. Estudaram-se intensivamente as duas normas mais

conhecidas de testes qualitativos, a norma ISO 20645 e a norma americana AATCC147.

Concluiu-se que os testes de difusdo em agar poderiam confirmar que um téxtil era
antimicrobiano. No caso de auséncia de actividade antimicrobiana na placa de agar, estes
testes eram considerados inconclusivos. Isso impulsionou o interesse no estudo das técnicas
quantitativas de avaliacdo da actividade antimicrobiana em materiais téxteis. Continuamos a
defender a necessidade da criagdo duma cadeia de testes onde 0s primeiros serdo os de mais
facil execucdo, e que sejam pelo menos capazes de fornecer informacédo para a realizacdo dos
testes mais aprofundados. Assim propomos esta cadeia apresentada na figura seguinte (Figura
19):

Teste de difusdo em agar

«1SO 20645 ou AATCC147
*Pré-andlise do efeito antimicrobiano

Teste ao agente neutralizante

*ASTM E1054
*Andlise a eficassia do agente

Testes Quantitativos

*AATCC 100, ASTM E 2810, ASTM E 2149, JIS, ISO
*Andlise quantitativa do efeito antimicrobiano

Teste ao agente neutralisante

*ASTM E1054
=Analise a0 meio de extracao.

Figura 19 - Processo de avaliagdo da actividade antimicrobiana em téxteis

Para um estudo completo a actividade antimicrobiana de um téxtil, o processo devera ser

iniciado por estudos fisicos a amostra. Qualquer informagdo adicional sobre esta podera se

m h
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revelar fundamental para a escolha do método de avaliacdo da actividade antimicrobiana ou
mesmo para a analise dos resultados. Este factor ndo foi incluido no esquema por ndo

pertencer aos testes microbioldgicos.

Depois duma boa caracterizagdo das amostras a analisar, deveréo ser iniciados 0s
testes com métodos baseados na difusdo em agar. Este teste efectua a avaliacdo da actividade
antimicrobiana por inibicdo do crescimento bacteriano, ou seja, é formada uma zona de
inibicdo na zona circundante da amostra tratada com o composto antimicrobiano que é
observada visualmente. A auséncia da zona de inibicdo neste tipo de testes indica a nédo
difusdo do agente antimicrobiano da amostra tratada. Deve-se por isso efectuar uma andlise
cuidada ao téxtil e a &rea directamente por baixo da amostra. Se for verificado auséncia ou
diminuicdo de crescimento microbiano sob o provete, isso podera significa que a amostra

poderé apresentar eficassica relativamente a actividade antimicrobina.

A zona de inibicdo é uma medida indirecta da actividade da amostra ndo apresentando
proporcionalidade directa a eficiéncia do tratamento antimicrobiano. Esta depende de factores
como, espessurage a composicdo do agar, concentragcdo de agente antimicrobiano no tecido,
da taxa de difusdo deste na fibra, dependendo igualmente da humidade, temperatura, e
componentes organicos. A zona de inibicdo pode ser usada como comparagdo da eficiéncia
de diferentes concentragdes para 0 mesmo agente antimicrobiano ou mesmo para avaliagéo
da durabilidade do tratamento antimicrobiano. Contudo, ndo é uma avaliagdo representativa
para diferentes agentes.

Neste estudo usou-se para a avaliacdo da actividade antimicrobiana dos téxteis, o
procedimento da norma NP EN ISO 20645 2005. Na comparacgéo feita em 2007 com a norma
AATCC147, esta mostrou ser a mais rigorosa, e com resultados mais elucidativos.

Para além de todos os factores a ter em atencdo sobre este método apresentados na
tese de 2007, é também necessario durante o procedimento da norma I1SO 20645:2005 ter em
atencdo dois novos pontos. O primeiro esta no rigor da quantidade de agar colocado em cada
camada. A norma indica 10ml para a primeira camada, e 5ml para a segunda (camada
superior). Uma alteracdo na quantidade de agar é de relevante importancia. 1sso podera
alterar significantemente o tamanho do halo de inibi¢do. Por isso alterou-se o procedimento,
de modoa que a preparacdo da camada de inferior fosse efectuada em tubos individuais de
com 10ml de agar. A aplicagdo da camada superior com uma micropipeta de 5000uL.
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Anteriormente, a pipetagem dos 5mL da camada superior era efectuada com pipetas
descartaveis. Com estas, a pipetagem era lenta e pouco pratica. O meio solidificava dentro da
pipeta, tornando-a inutilizavel ao fim de algumas pipetagens. O uso de micropipeta resolveu

estes problemas duma s6 vez.

O segundo novo factor a ter em consideracdo € a anélise microscépica dos resultados.
Como se pode ver nas tabelas dos resultados dos testes de difusdo em agar, a “olho nu”, ha a
percepcao de ndo haver crescimento bacteriano sob a amostra téxtil, no entanto a visualizagao
com ampliacdo 30 vezes permite verificar que ha crescimento, apesar de este ser reduzido.
Através das imagens microscopicas também conseguimos fazer uma comparagdo mais
rigorosa dos resultados obtidos entre as amostras tratadas e ndo tratadas. Nas imagens
expostas na tabela, pode-se observar que ha crescimento diminuido debaixo da amostra tanto
na amostra a testar, como na amostra controlo, que poderia criar equivocos com uma falsa

percepcao de actividade antimicrobiana.

Os testes realizados correram na normalidade, para cada amostra analisada, analisou-

se também um espécime do mesmo material téxtil ndo tratado como controlo negativo.

Nenhuma das amostras provenientes do estudo do Departamento de Tecnologias
Téxteis da Universidade da Beira Interior apresentou qualquer actividade antibacteriana pelo
método ISO 20645:2005, havendo apenas uma pequena diminui¢do do tamanho das coldnias
sob o provete. Este diminuicdo também foi observada na amostra controlo ndo tratada, por
isso este fendmeno observado ndo devera ser devido a accdo do tratamento antimicrobiano

aplicado.

A

Figura 20 - Desempenho obtido nos téxteis de algoddo tratados com ISYS AG contra a bactéria E. coli. 1)
resultado obtido em “Antimicrobial activity of AgCl embedded in a silica matrix on cotton fabric” de Tomsic B. et al.
- Carbohydrate Polymers 75 (2009) 618-626, 2) resultados obtidos no estudo desta investigacao cientifica. Legenda: A
— Téxtil ndo tratado; B- Téxtil Tratado; a)Fotografia; b) Observacao microscopica.
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Os resultados obtidos ndo sdo compativeis com os estudos feitos com o mesmo
tratamento usado, como pode ser observado no estudo “Antimicrobial activity of AgCI
embedded in a silica matrix on cotton fabric” de Tomsic B. et al. - Carbohydrate Polymers 75
(2009) 618-626. Podemos observar na Figura 20 a comparagdo dos resultados obtidos nos
testes usando a mesma norma (ISO 20645:2005) e a mesma espécie bacteriana (E. coli). Sdo
desconhecidos os dados referentes as concentracbes e percentagens de tratamento
aniticrobiano aplicado nas amostras provenientes da Universidade da Beira Interior, como

também o seu método de aplicacéo.

Foram pedidos mais informagfes técnicas ao representante portugués do tratamento
para melhor interpretacdo dos resultados. Tudo indica que poderd ter havido uma falha na
aplicacdo do tratamento, falha que deveréa ser analisada e estudada, para evitar repeticdes.

Para controlo positivo usou-se uma amostra constituida por uma téxtil de algodao
tratado no departamento de tecnologias téxteis da universidade da beira interior com o
tratamento antimicrobiano Ultra-Fresh gentilmente cedido pela empresa Horquim sediado na
Maia — Portugal. O Téxtil foi analisado conforme o método descrito pela norma 1SO
20645:2005.

a)

Figura 21 - Desempenho obtido nos téxteis de 100% Algod&o tratados com Ultra-Fresh a 5% contra a
bactéria S. aureus. a) Ensaio 2007; b) Ensaio 2009

Esta amostra foi usada como controlo positivo, obtendo para o caso da estirpe S.
aureus 0s mesmos resultados obtidos em 2007 (Figura 21), resultados apresentados na tese de
Licenciatura “AVALIA(;AO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA EM MATERIAIS
TEXTEIS” de Daniel Esteves, apresentada a 6 de Setembro de 2007, na Universidade da

m h
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Beira Interior - Covilh&d. Durante este tempo a amostra foi guardada em locar seco e ao abrigo

da luz.

Tabela 16 - Resultados obtidos na avaliacdo da actividade antimicrobiana do produto Ultra-Fresh em 2007 e 2009

2007 100% Algodao (c-5%)* Triclosano Ultra-Fresh 17mm

2009 100% Algodao (c-5%)* Triclosano Ultra-Fresh 17mm

*Relacdo quantidade/peso

O Téxtil Bioguard 82 apresentou uma diminuicdo significativa do crescimento sob e
ao redor do provete, bom exemplo de um, téxtil que ndo eliminou a totalidade dos

microrganismos presentes, considerado um bom exemplo

Depois de efectuados os testes de difusdo em agar, iniciaram-se 0s testes
quantitativos. Esta segunda classe de testes antimicrobianos quantifica a eficécia
antimicrobiana pela redugdo da populacdo microbiana, baseados na técnica de contagem dos
microrganismos. Analisam-se pela diferenca da contagem dos microrganismos das amostras

tratadas com as amostras ndo tratadas.
As elaboragdes dos testes preliminares forneceram algumas informagdes:

e A amostra tratada com o tratamento antimicrobiano Ultra-Fresh possui um efeito
antibacteriano forte, e o seu agente antimicrobiano é difusivo.

e O agente antimicrobiano presente nas amostras provenientes do estudo do Departamento
de Tecnologias Téxteis da Universidade da Beira Interior ndo aparenta ser difusivo. Além
disso, néo foi visualizado qualquer efeito antimicrobiano.

e O tratamento antimicrobiano iSys Ag aplicado nas amostras do Departamento de
Tecnologias Téxteis da Universidade da Beira Interior acrescenta uma alta
hidrofobicidade ao téxtil.

Uma das grandes dificuldades na avaliacdo de desempenho em materiais téxteis esta na
imensa variedade de téxteis disponiveis e as diferencas fisicas entre eles. As propriedades
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fisicas do material a testar poderdo influenciar o desempenho do teste, a sua textura da
superficie e hidrofobicidade poderdo ser considerados os mais importantes. As amostras a
testar deveriam ter um tamanho Unico para melhor comparacdo de desempenhos, cada norma
internacional pede um tamanho diferente, portanto, uma uniformizagdo do tamanho e/ou peso
das amostras circulares seria importante para melhor comparacdo de resultados, mesmo

usando métodos diferentes.

Como controlos, foram usadas amostras téxteis da mesma natureza mas nao tratadas
como controlos negativos, e no caso da norma ASTM E 2149 fez-se uma andlise do

crescimento bacteriano, nas mesmas condic¢des do teste mas sem a presenca de amostra.

E importante garantir que a amostra a testar esta livre de microrganismos, para que seja
avaliado o desempenho do téxtil antimicrobiano apenas contra 0 microrganismo pretendido.
As amostras foram esterilizadas por autoclavagem, segundo a norma AATCC100, fibras de
algoddo, acetato e outras fibras sintéticas podem ser esterilizadas por este método, e a la
poderé ser esterilizada por 6xido de etileno.

Para a norma AATCC100 usaram-se amostras cortadas no mesmo modo que as
amostras usadas nos testes de difusdo de agar, amostras circulares com 35mm de didmetro.
Numa primeira experiencia, incluiram-se 1000uL de in6culo na amostra, esta quantidade
parecia ser demasiada para apenas uma unidade de téxtil, como o volume de indculo podera

se situar entre 500 e 1000uL, colocou-se 1000uL, a quantidade méxima.

Como a prioridade nesta fase do estudo seria a analise das técnicas, optou-se por ndo
efectuar os testes com duplicados, isso iria aumentar significantemente o trabalho, e as
probabilidades de erros. No entanto procedeu-se as contagens de microrganismos em
duplicado. No caso de estudos mais aprofundados usando esta técnica € altamente

recomendavel o uso de amostras duplicadas.

Para os testes preliminares é importante escolher estirpes abrangentes, isto é, estirpes
onde se possa ver reflectido o comportamento do maior nimero de microrganismos possivel.
Por isso na maioria das vezes é escolhido, um fungo, uma bactéria Gram-positiva e uma

bactéria Gram-negativa.

As varias normas estudadas geralmente aconselham o uso das estirpes Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus. Como o laboratorio possuia uma estirpe ATCC E. coli,

80



Universidade da Beira Interior - Aperfeicoamento das técnicas de
avaliacdo da actividade antimicrobiana em produtos téxteis.

e a mudanca ndo aplicava grande alteracdo nos resultados, optou-se por usar esta em vez de

uma estirpe de Klebsiella pneumoniae, a qual ja foi encomendada para estudos posteriores.

De modo a ter a confirmacdo do grau de pureza das estirpes usadas nos ensaios
analiticos, foram realizados 0s seguintes testes. Para todas a estirpes efectuou-se a observacao

microscopica e respectiva coloracdo de Gram.

Para a estirpe S. aureus fez-se uma cultura em meio Baird-Parker com EY (Egg Yolk)
Tellurite Enrichment. Este meio permite a identificacdo dos estafilococos coagulase
positivos. Normalmente, as estirpes de Staphylococcus coagulase positivas séo negras com
halo devido & accdo das lipases sobre o ovo. Uma colénia isolada de cada estirpe foi
transferida para uma placa de agar tryptone soya agar TSA e incubada a 37°C durante 24h.
Pode-se perfeitamente observar-se na Figura 22, as coldnias negras caracteristicas de S.

aureus em meio Baird-Parker.

Para a estirpe E. coli fez-se uma coloragdo de Gram, e observou-se em microscéopio
Optico. Também se fez uma cultura em meio Tryptone bile x-glucoronide médium
(TRYPTONE BILE X-GLUCURONIDE MEDIUM (TBX); Oxoid, Oxoid Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England). Podemos observar na Figura 22, as colonias verdes caracteristicas da
bactéria E. coli em meio TBX.

Figura 22 - Cultura das estirpes usadas nos testes em meio cromogeénico. a) E. coli b) S. aureus

Os estafilococos e as enterobacteriaceas sdo conhecidos por possuirem a capacidade
de adquirir resisténcia. Por isso é importante garantir que a estirpe é pura e ndo possui

qualquer tipo de alteracéo.
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Para os estudos, usaram-se algumas estirpes provenientes do banco ATCC®
(American Type Culture Collection), As amostras da American Type Culture Collection
(ATCC) séo recomendadas para controlo de qualidade, a total identificacdo e disponibilidade
destas estirpes possibilitam que seja possivel reproduzir novamente o mesmo estudo
cientifico com a mesma estirpe, podendo assim comprar resultados. Facilmente se encontram
artigos cientificos sobre véarios temas usando a mesma estirpe, podendo assim ter mais
informag&o sobre a estirpe em causa. Deverdo ser usadas culturas de bactérias com menos de
24h, e se possivel cultivadas em meio similar ao meio usado no teste. Este procedimento é
extremamente importante para garantir que 0S microrganismos ndo Se encontrem
“stressados”, e tenham uma boa viabilidade. As bactérias tém grande capacidade para
adaptar-se ao meio onde estdo incluidas. Quando a bactéria muda de ambiente, ela consegue
alterar o seu metabolismo para sobreviver e multiplicar-se. Por isso é importante que a estripe
de teste seja previamente cultivada num meio com as mesmas propriedades do ambiente de
teste. Nos testes de actividade antimicrobiana elaborados neste trabalho cientifico, usou-se o
meio Tryptone Soya Agar (TSA) para contagens de unidades formadoras de col6nias (CFU) e
Tryptone Soya Broth (TSB) para o crescimento/preparacao das estirpes.

O in6culo podera influenciar o desempenho do teste, nomeadamente a sua
concentragdo em microrganismos e o seu modo de preparacdo. E importante realcar que a
suspensdo bacteriana deve ser preparada com soro fisiologico estéril e nunca com &gua
destilada. A diferenca de osmolaridade entre o interior da bactéria e o meio envolvente
promove a passagem do solvente de uma solugéo de baixa concentragdo de soluto (alta conc.
de agua) para uma solucdo com alta concentracao de soluto (ou baixa conc. de &gua). A forca
com que a agua se move através da membrana é a pressdo osmética. O soro fisioldgico € uma
solucdo a 0,85%, de cloreto de sddio, por vezes designada como “solucdo salina normal”, o
que € incorrecto, visto ndo se tratar de uma solucao “normal”, no sentido quimico do termo.
Também designada, simplesmente como “solucdo salina”. O soro fisiolégico tem uma
pressdo osmotica mais ou menos idéntica a do soro sanguineo dos mamiferos e estd, por isso,
indicado para suspensdes de células sanguineas, comum para a maior parte dos
microrganismos. Ndo contém porém, qualquer tampdo, e aconselha-se a adi¢do de tampdo

fosfato, como liquido geral de suspenséo (Jacob, 1970).

Os métodos realizados neste trabalho, AATCC 100 e ASTM E 2149, indicam o uso de
uma diluicdo de uma cultura 24h em meio nutriente, TSB por exemplo. A partir de uma
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diluicdo de cultura devera ser obtida a solugdo de trabalho (1-3x10° CFU/ml). A norma
ASTM E 2149 expde de um modo muito simples o método a usar para obter uma solucéo
com uma concentracdo bacteriana na ordem dos 10° células por mililitro, a partir de uma
cultura de 18h em TSB sob agitacdo a 37+2°C.

Um dos factores mais importantes nos métodos quantitativos € a escolha do meio de
trabalho. Por meio de trabalho entende-se 0 meio inoculado em que a amostra téxtil entra em
contacto durante o tempo de teste. As normas testadas (AATCC100 e ASTM E 2149)
indicam o uso de uma solucdo tampdo salina para o procedimento do teste. No entanto, usou-
se meio RINGER na realizagcdo dos testes quantitativos, 0 meio Ringer acaba por ser uma
solugdo similar ao tampdo fosfato, mas com a adi¢cdo de mais alguns minerais, que permitem
uma manutencdo de uma populacdo bacteriana durante um certo tempo, supostamente
suficiente para o tempo de ensaio. No teste AATCC100 observou-se um aumento da
populagdo bacteriana nas amostras controlo (ndo tratadas). No teste ASTM E 2149 observou-
se uma diminuicdo acentuada em todas as amostras (inclusive nas amostras controlo), mas
também na cultura controlo, frasco incubado com a mesma solucdo bacteriana, e sujeita as

mesmas condi¢cOes em que as amostras téxteis foram sujeitas.

Seria importante realizar um estudo de comparacdo das normas com diferentes meios
(Figura 23).

Inéculo/amostra Meio Usado Método

Com meio nutritivo Nenhum método
(TSB) conhecido
Directamente na

amostra AATCC 100

Meio de manutencao 1S0 20743
(RINGER) ASTM-2180
JISZ 2801

Testes Quantitativos
Com meio Nutritivo Nenhum método
(TSB) conhecido

Num frasco com
agitacdo

Meio de manutenc¢ao
(RINGER)

ASTM-2149
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Figura 23 — Métodos para determinacgdo da actividade antimicrobiana em téxteis.

O uso de um meio nutriente durante o teste poderia permitir fazer uma boa
diferenciacdo entre um téxtil bactericida ou bacteriostatico. Esta questdo surge porque parece
haver uma estreita diferenca entre a definicdo de “bacteriostatico” e “bactericida”:
“bacteriostatico” significa que o agente previne o crescimento dos microrganismos (mantém
0 crescimento na fase estacionaria de crescimento), e “bactericida” significa que mata os
microrganismos. Na realidade ndo existem dois verdadeiros tipos de agentes antimicrobianos
(um que mata exclusivamente 0s microrganismos e outro que apenas inibe o seu
crescimento). Um agente bacteriostatico em grandes concentragdes € bactericida tal como 0s
agentes bactericidas em baixas concentraces sdo bactrioestaticos.

Alguns agentes chamados “bactericidas” ndo conseguem matar todos 0s
microrganismos apés 18-24h, e alguns agentes “bacterioestaticos” matam a populacdo
microbiana em menos de 16h na ordem dos 90%-99%, ndo o suficiente para ser chamado
bactericida (99,9%) como aconteceu no caso da amostra Ultra-Fresh.

A determinacdo microbioldgica in vitro para a classificacdo de agente anti-bacteriano
de bactericida ou bacteriostatico pode ser influenciada pelas condi¢Ges do crescimento, pela
densidade bacteriana, pela duragdo do teste, e pela extensdo da reducdo da populacdo
bacteriana (Pankey et al., 2004). Por isso € muito importante controlar estes parametros
quando é elaborado uma avaliagdo de actividade antimicrobiana. Uma curva de crescimento
de uma populacdo bacteriana podera fornecer informagdo para determinar se um téxtil
antimicrobiano possui efeito bactericida ou bacteriostatico. A definicdo de actividade
bacteriostatica ou bactericida para um determinado tratamento antibacteriano aplica-se
apenas a um organismo em particular (ou mesmo a estirpe) contra qual foi testado e sob

condicOes de teste especificas usadas.
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Figura 24 - Curvas de crescimento da populacéo bacteriana em téxteis antimicrobianos (adaptado de nylstar).

Legenda: ( mmm Bactericida,=== - Bacteriostatico, == Curva normal de crescimento
bacteriano)

Para melhor compreensdo dos mecanismos de ac¢do antimicrobiana é necessario ter
em conta o processo de crescimento bacteriano. Embora as bactérias desenvolvam-se bem em
meios de cultura solidos, os estudos de crescimento sdo feitos essencialmente em meios
liquidos e as considera¢des que seguem sdo validas para essas condi¢des (Frobisher, 1978).
Nos estudos de actividade antimicrobiana, é aconselhado fazer uma medigdo a populacdo
microbiana ap6s 2, 18 ou 24 horas. Estes intervalos de tempo irdo depender do
microrganismo usado no estudo, o tempo de crescimento varia ndo s6 do ambiente onde o
microrganismo esté incluido mas também o microrganismo em si. Algumas bactérias tém um
tempo de divisdo de 25 horas, no entanto o tempo de divisdo na maioria das bactérias esta
ente 1 e 3 horas. As células bacterianas crescem muito rapidamente. Por exemplo, através da
fissdo binaria, as bactérias podem duplicar o seu nimero em cada 20 minutos. Apds 30
geragOes das bactérias (10 horas), o nimero podera alcancar um bilh&o. E dificil representar
graficamente mudangas da populacdo deste valor usando nimeros aritméticos, assim que as
escalas logaritmicas sdo usadas representar graficamente o crescimento bacteriano (Betsy et
al, 2005).

Quando uma determinada bactéria € semeada num meio liquido de composicdo

apropriada e incubada em temperatura adequada, o seu crescimento segue uma curva definida
e caracteristica.
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Figura 25 - Curva caracteristica de crescimento bacteriano (adaptado Frobisher, 1978)

Fase lag: esta fase de crescimento ocorre quando as células sdo transferidas de um
meio para outro ou de um ambiente para outro. Esta € a fase de ajuste e representa o
periodo necessario para adaptacdo das células ao novo ambiente. As células nesta fase
aumentam no volume total em quase duas ou quatro vezes, mas nao se dividem. Estas
celulas estdo a sintetizar ADN, novas proteinas e enzimas, que S&o um pré-requisito

para divisdo.

Fase exponencial ou log (B): nesta fase, as células estdo se dividindo a uma taxa
geométrica constante até atingir um maximo de crescimento. Os componentes
celulares como ARN, proteinas, peso seco e polimeros da parede celular estdo
também aumentando a uma taxa constante. Como as células na fase exponencial estdo
se dividindo a uma taxa maxima, elas sdo muito menores em didmetro que as células
na fase Lag. A fase de crescimento exponencial normalmente chega ao final devido a
deplecdo de nutrientes essenciais, diminuicdo de oxigénio em cultura aerdbia ou

acumulo de produtos toxicos.

Fase estacionaria (C): durante esta fase, ha rapido decréscimo na taxa de divisdo
celular. Eventualmente, o niamero total de células em divisdo seré igual ao nimero de
celulas mortas, resultando na verdadeira populacdo celular estacionéria. A energia

necessaria para manter as células na fase estacionaria é denominada energia de
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manutencgdo e € obtida a partir da degradacdo de produtos de armazenamento celular,

ou seja, glicogénio, amido e lipidos.

Fase de morte ou declinio (D): quando as condi¢bes se tornam fortemente
improprias para o crescimento, as células se reproduzem mais lentamente e as células
mortas aumentam em numeros elevados. Nesta fase 0 meio se encontra deficiente em
nutrientes e rico em toxinas produzidas pelos proprios microrganismos (Frobisher,
1978).

Como foi referido, na fase lag ndo ha divisdo celular. Nesta fase um tratamento
antimicrobiano podera matar toda a populacdo bacteriana em solugdo, se ndo o fizer
entretanto, ira iniciar-se a fase de crescimento exponencial. Nesta fase a taxa de crescimento
é enorme chegando a um pico de crescimento estabilizando na fase estacionaria, a acgdo do
agente antimicrobiano na fase exponencial poderd ser limitada devido & alta taxa de
crescimento bacteriano. Com o mesmo téxtil antimicrobiano, podera ndo haver registo de
reducdo de bactérias na fase log ou lag mas poderé ser observada na fase estacionaria. Isso
acontece porque na fase estacionaria existe um equilibrio entre o nimero total de células em
divisdo e o nimero de células mortas. Um agente antimicrobiano em solucdo podera desfazer
este equilibrio provocando uma reducdo na populacdo bacteriana. Um agente biocida ir4 até
eliminar toda a populacdo antes que o crescimento desta chegue & fase de declinio, um
tratamento bioestatico ira reduzir o nimero de microrganismos mas nao ira matar a
populacdo microbiana na totalidade. Por isso, nos estudo de actividade antimicrobiana
baseados na reducdo de microrganismos, é fundamental ndo s6 fazer uma contagem de
microrganismos, mas sim faze-lo em intervalos bem definidos para poder fazer uma
avaliagdo mais correcta do efeito antimicrobiano. Nota-se que um tratamento antimicrobiano
poderé ndo ter actividade aparente num estudo de difusdo em agar mas podera no entanto ser
antimicrobiano, por isso é que é essencial ndo sé estudar a actividade antimicrobiana de
tratamentos antimicrobianos através de testes qualitativos baseados em difusdo em agar, mas
também € necessario estudar esta actividade por testes baseados pela diminuicdo da
populacgdo bacteriana.
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Como foi referido anteriormente, podera mais tarde ser feito um estudo de comparacéao
entre os varios métodos, usando um inoculo com e sem nutrientes. No entanto, nesta fase
deu-se mais valor aos métodos em si, no intuito de fornecer dados para que os testes sejam

reproduzidos mais facilmente, e com maior rigor.

No caso da norma AATCC100, o in6culo foi directamente pipetado para a amostra com
0 auxilio de uma micropipeta, este método ndo apresentou qualquer problema excepto para a
amostra “UBI Azul”. O in6culo ndo teve contacto com a amostra, devido a sua alta
hidrofobicidade e por isso a sua anulagéo, no entanto procedeu-se na mesma as contagens nos
varios tempos. Esta acaba por ser uma grande limitacéo do tipo de teste como o AATCC 100.
E por isso foi estudado também a norma ASTM que consegue contornar este problema. A
ASTM criou esta norma especialmente para resolver este problema, j& que ela também possui
uma norma com um procedimento similar ao teste AATCC100 (ASTM-2180). A norma
ASTM 2180 ja é adaptada ndo sO para materiais téxteis mais também para materiais solidos,
revestimentos e outros tipos de produtos que ndo podem ser testados pelas técnicas do tipo
AATCC100.

A temperatura corresponde a um dos principais factores ambientais que influenciam o
desenvolvimento bacteriano. A medida que h4& um aumento da temperatura, as reac¢des
quimicas e enzimaticas na célula tendem a tornar-se mais répidas, acelerando a taxa de
crescimento. A partir de determinada temperatura inicia-se 0 processo de desnaturacdo de
proteinas e A&cidos nucléicos, inviabilizando a sobrevivéncia celular. Assim, todos os
microrganismos apresentam um intervalo de temperatura onde se ocorre uma faixa maxima

de crescimento.

O objectivo de testes de laboratdrio no &mbito deste trabalho é a simulagdo mais fiel
possivel das condi¢Bes de uso do dia-a-dia de um téxtil. Na maioria das normas, o teste €
realizado a uma temperatura de 37°C, temperatura ideal para o crescimento da maioria dos
microrganismos mesofilos, a esta temperatura, a taxa de replicacdo é maxima. No entanto, o
teste podera ser realizado a temperatura de 22°C, para que sejam assim melhor simuladas as
condicdes a que estdo sujeitos os téxteis no dia-a-dia.

A temperatura deverd ser controlado nos testes quantitativos, é importante que o

in6culo ndo estar a uma temperatura muito baixa devido ao curto tempo a que este decorre
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(~180min), se o indculo for preparado com soro fisioldgico a uma temperatura muito baixa,
acabada de tirar do frigorifico por exemplo, havera uma mudanca brusca de temperatura do
meio ambiente dos microrganismos, para além disso, este meio levaré ainda alguns minutos
até atingir os 37°C, temperatura ideal para o crescimento dos microrganismos. Quanto menor
for a variacdo da temperatura do meio ambiente menor serd o tempo de adaptacdo dos

microrganismos e melhor sera o seu desempenho.

A norma quantitativa para a avaliacdo da actividade antimicrobiana em téxteis ASTM
E 2149 ndo aconselha o uso de tempos de teste maiores que duas horas, além disso a grande
maioria dos estudos feitos com esta técnica ou outra similar ndo indicam contagens em
tempos superiores. Para mais tarde podera ser feito um estudo com tempos de exposicdo mais
alargados. A norma AATCC100 da uma margem de 18h a 24h de tempo de exposicao. Esta
exposicdo prolongada requer cuidados acrescidos nas condigdes de teste, principalmente a
nivel da humidade relativa do sistema. Nos resultados obtidos na técnica ASTM E 2849
(Figura 17) observamos que sO6 apds 1 hora é que pode ser difrenciada a actividae
antimicrobiana de diferentes amostras. Por isso, o tempo de incubagdo nesta técnica nunca

devera ser menor que 2 horas.

A humidade relativa do sistema pode influenciar tanto o desenvolvimento dos
microrganismos como o desempenho da amostra téxtil na avaliagdo da sua actividade
antimicrobiana. Todos 0s microrganismos necessitam de &gua para 0 Sseu crescimento,
constituindo entre 80 - 90% do peso total das células vivas. E a quantidade de agua
disponivel que determina se existira crescimento e a sua velocidade. A humidade disponivel é
expressa como actividade da agua, “aw”, que significa a pressdo parcial de vapor de agua de
uma solucdo ou de um alimento. A maioria das bactérias cresce bem em meios com um aw
compreendido entre 0,999 e 0,998, o crescimento em agua pura, (aw = 1,00), é impossivel. E
de salientar ainda que muitas bactérias ndo crescem com aw inferior a 0,95. Num artigo de
Hirai (1991), o autor relata que os cocos Gram-positivos eram normalmente resistentes, e, em
contraste, as estirpes Gram-negativos perdiam a sua viabilidade muito rapidamente sob
condicdes secas (Hirai 1991).

As circunstancias ambientais, isto é, humidas ou secas, devem ser tomadas em
consideracdo quando se estdo a avaliar amostras téxteis. A presenca da matéria organica em
amostras clinicas (lencdis de hospitais, ligaduras, etc.) tais como exsudados de tecido,
sangue, e expectoracdes também poderdo influenciar a sobrevivéncia bacteriana (Hirai, 1991).
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Em alguns estudos de actividade antimicrobiana, os autores realizam este teste
levando as amostras a incubar a temperatura e humidade relativa de 22,3°C e 50%
respectivamente para condi¢Bes secas, e 22.3°C e 100% para condicdes himidas. Neste
artigo, Takai et al., comenta que as amostras ficaram secas ao fim de duas horas nas
condi¢des secas, em condigdes himidas, as amostras permaneciam himidas mesmo apds 24h
de incubacéo (takai et al., 2002).

No caso da técnica apresentada pela AATCC (AATCC-100), a humidade podera
comprometer seriamente o sucesso do teste. Os primeiros testes efectuados ndo tinham este
factor em consideracdo, 18h depois observou-se que as amostras estavam completamente
desidratadas, e sem presenca de microrganismos. A colocagdo dos Erlenmayer dentro duma
caixa de plastico com o fundo cheio de agua funcionou na perfei¢do, 24 horas depois do

inicio do teste as amostras continuavam hiimidas.

Torna-se sempre complicado comparar directamente a actividade antimicrobiana entre
duas amostras distintas. A relacdo peso/area de superficie da amostra poderé influenciar no
rendimento dos tests. Duas amostras com 0 mesmo peso, poderdo ter areas de contacto
diferentes.

Como se pode ver na Figura 23, existem dois grandes grupos de testes quantitativos. O
primeiro grupo € caracterizado pelas condicOes estéticas do sistema, isso &, o inéculo é
colocado directamente em contacto com a amostra, é feita a contagem no inicio e no fim do
teste. Exemplos deste tipo de teste s&o a normas AATCC 100, ISO 20743, ASTM-2180 e JIS
Z 2801. O outro tipo inclui apenas a norma ASTM E 2149. Como se pode ler no

procedimento, nesta norma, a amostra é colocada num caldo inoculado, e agitado.

Para este estudo escolheu-se uma norma de cada tipo. A norma AATCC 100 para as
condicOes estaticas, e a norma ASTM E 2149 para as condi¢des dindmicas. A vantagem da
técnica em condi¢des dindmicas esta no facto de poder ser usado para materiais hidrofébicos.

O processo de contagem inicia-se com a adicdo do meio de extragdo, este meio devera
ser o mais similar possivel com 0 meio de cultura para contagens. Este meio terd de possuir

agentes de neutralizag&o.

Se um produto possui propriedades antimicrobianas, deve ser neutralizado no final do

teste, quando é feita a contagem dos microrganismos sobreviventes. Isso para evitar que o
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agente antimicrobiano continue a actuar durante o processo de extraccdo e contagem. E
necessario para a validacdo do teste, o procedimento da validacdo da neutralizacdo do agente
neutralizante, para comprovar que a solucdo de neutralizacdo usada é eficaz a inibir as

propriedades antimicrobianas do produto, sem prejudicar microrganismos Vivos.

A ASTM criou uma norma especificamente para testar os meios de neutralizacdo, o
método ASTM E1054 faz uma descricdo de trés métodos diferentes para testar o meio de

neutralizacdo (ensaio de neutralizagio):

Ensaio de neutralizacao em meio solido - Ensaio para a eficacia do meio
neutralizante que quantifica populacdes de microrganismos em meio sélido (agar).
Este método € apropriado para agentes antimicrobianos que podem ser quimicamente
desactivados ou diluidos para niveis sub-inibitorios.

Ensaio de neutralizacao em meio liquido - Ensaio para a eficacia do meio
neutralizante que quantifica populacBes de microrganismos em meio liquido. Este
método € apropriado para agentes antimicrobianos que podem ser quimicamente

desactivados ou diluidos para niveis sub-inibitorios.

Ensaio de neutralizacao por filtracao em membrana - Ensaio onde se recupera e
quantifica populagdes de microrganismos utilizando uma membrana de filtracdo. Este
método é apropriado para agentes antimicrobianos que ndo podem ser quimicamente
inactivados ou diluidos a niveis sub-inibitorios. Este método ndo deve ser utilizado

quando surgem dificuldades forem durante o processo de filtracao.

Este ensaio revela-se importante, visto que no caso de agentes antimicrobianos
dispersivos, estes irdo difundir-se no meio de trabalho, e no meio de recuperagdo. Ao ser
extraido parte dele para contagens, o agente antimicrobiano poderéa influenciar o crescimento
bacteriano nas placas de contagens. O que podera fornecer um erro, diminuindo o nimero de
CFU. O ideal seria testar todos os microrganismos utilizados na avaliacdo da actividade
antimicrobiana no ensaio de neutralizagdo. No entanto, podem ser seleccionados o0s

organismos "representantes” para o teste, considerados adequados pelo investigador.

Uma limitacdo destes procedimentos de avaliagdo estd no facto de utilizam
microrganismos que ndo tenham sido expostos a um agente antimicrobiano. Sob condigdes

experimentais, as células sdo expostas ao procedimento de neutralizacdo sdo susceptiveis de
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estarem danificadas em diferentes graus pelo agente antimicrobiano. As lesdes sub-letais

podem influenciar os resultados, e deveria ser analisado ao papel do processo de

neutralizacdo na recuperacao de organismos feridos.

Na

Tabela 17 estdo expostos alguns métodos de neutralizag&o:

Tabela 17 - Processos aplicados para neutralizacdo de alguns agentes antimicrobianos (Sutton, S.; 1996)

Antimicrobial Agent

Meutralizers/Inactivators

Alcohols
Isopropancl, Phenoxyethanal
Aldehydes
2-Bromo-2-nitroproprane-1, 3-diol (bronopol)
Formaldehyde
Glutaraldehyde

Chlorallytriazaazoniaadamantane (Dowicil 200)
Dimethyloldimethyl hydantoin (Glydant)
Biguanides and Bis-biquanides
Chlorhexidine
Polyhexamethylene biguanide HCL {Cosmocil CQ)
Phenolics
Phenylphenol, Chioroxylenol, Cresols, Chlorocresols, Phenol

Bis-Phenols
Triclosan
Hexachlorophene
Quaternary Ammonium Compounds
Cetrimide, Benzalkonium and Benzethonium Chionde

Mercurials

Organic Acids
Benzoic, Propionic, Sorbic

Halegens
Hypochiarite
lodine
Bromine
EDTA
Imidazelidinyl urea
IMethyl-, and methylcholoroisothiazolinone (Kathon)
Parabens
Methyl-, ethyl-, propyl-, butyl-parahydroxybenzoate

Hydrogen Peroxide
Peroxyacetic Acid

Polysorbate 80, dilution to sub-inhibitory levels

Serum, cysteine, thiosulfate, thioglycolate, metabisulfite
Sodium sulfite, ammonia, histamine

Dilution to sub-inhibitary levels, sodium bisulfite, sodium sulfite,
glycine, cystine, cysteine

Dilution to sub-inhibitory levels

Dilution te sub-inhibitory levels

Lecithin/polysorbate 80, sodium oleate
Polysorbate 80/lecithin

Nonionic surfactants, polysorbate 80, and/or dilution to sub-
inhibitory levels

=10 % polysorbate 80/ecithin, and dilution to sub-inhibitory levels
>10 % polysorbate 80/ecithin, and dilution to sub-inhibitory levels

Lecithin/polysorbate, suramin sodium, organic material, 0.5 %
polysorbate 80, cyclodextrins

Sulfhydryl compounds, thioglycolic acid, thiosulfate, bisulfite,
ammonium sulfite

Nonionic surfactants, dilution to sub-inhibitory levels, pH 7 of
above

Thiosulfate and/or dilution to sub-inhibitory levels
Thiosulfate, polyscrbate 80, skim milk

Thiosulfate and/or dilution to sub-inhibitory levels
Mg*2 or Ca*2 ions

Dilution te sub-inhibitory levels

Amines, sulfites, mercaptans, sodium bisulfite, heparin

Lecithin, filtration, dilution to sub-inhibitory levels, polysorbate
surfactants, 1 % polysorbate 80 or 20

Catalase

Sodium Thiosulfate

Como se pode observar na

Tabela 17, o polisorbato 80 (Tween 80®) e a lecitina sdo os agentes neutralizantes mais

usados. Além disso, a norma ISO 20743:2007 propde a seguinte solucdo de neutralizacao:

e Polysorbate 80

e Egg york lecithin

e Histidine hydrochloride

e Meat or casein peptone

e Sodium chloride (NaCl)

e Monopotassium phosphate

e Dissodium phosfate dihydrate
e Water

309

39

19

19

4,39

3,69

7,29

1 000mL (Final volume)

(Fonte: 1SO 20743:2007)
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Observando a Tabela 17, podemos verificar que a dupla lecitina/polisorbato sdo os
agentes neutralizantes para triclosano, por isso foram usados este dois reagentes nos testes
realizados. No entanto, como 0 objectivo do trabalho estava mais focado na analise dos
métodos de avaliacdo da actividade antimicrobiana, a exposicdo e comparacao dos diferentes
métodos existentes, ndo houve grande preocupacdo com o agente neutralizante e por isso ndo
foram realizados os testes ao agente neutralizante. No entanto aparentou se eficaz, havendo
crescimento de coldnias nas placas de contagem dos tempo Oh e 1h no caso da amostra
tratada com o agente antimicrobiano Ultra-Fresh, que provou ser difusivo nos testes de
difusdo em agar. Esta conclusdo é pouco subjectiva, por isso é sempre necessério a realizacéo
dos testes a0 meio neutralizante. Caso ndo seja atingido o poder de neutralizacao suficiente, a
concentracdo de polisorbato 80/leticina devera ser ajustada, ou podera ser adicionado outro
agente neutralizante. E importante conhecer a natureza do agente antimicrobiano para a

escolha do melhor agente neutralizante.

No caso da técnica AATCC 100, é necessario 0 uso de uma solugdo de extraccdo para
proceder & contagem da populacdo bactéria depois do tempo de exposi¢cdo com o material
téxtil. Este meio era constituido por meio TSB com lecitina e polisorbato 80 para neutralizar
o efeito do agente antimicrobiano que podera estar presente no meio. Foi escolhido o meio
TSB por ser idéntico ao meio TSA, com a diferenca na auséncia de agar. 1sso para ndo haver
uma mudanca significativa no entre o meio de extraccdo e o meio de cultura usado nas

contagens.

O numero de células viaveis ao tempo zero foi diferente em cada amostra, a
actividade antibacteriana é apresentada sob forma de razdo de sobrevivéncia nos varios
intervalos de tempo. A razdo do nimero de celulas vidveis em diferentes amostras téxteis
pode diferir no tempo zero devido & capacidade da bactéria de aderir & superficie do téxtil
(Kenichi T.; 2002). Isso pode ser visto nos resultados dos testes quantitativos efectuados, onde
verificamos que a amostra “UBI Azul” teve sempre valores superiores de CFU em relacéo as
restantes amostras, no tempo Oh. Isso podera ter acontecido devido a uma menor aderéncia
das bactérias ao téxtil comparado as restantes amostras. E por isso importante 0 uso dum
método de extrac¢do eficaz. Métodos alternativos derédo ser estudados.

Apenas foi necessario o uso de solucdo de extrac¢do no caso da técnica apresentada na
norma AATCC 100. No caso da norma ASTM E 2149, a populacdo foi directamente
recolhida para o tubo de diluicdo. O uso deste método faz com que apenas seja necessario um
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Erlenmeyer para cada contagem. Ao fim de 2h, tinham sido feitas 3 contagens, isso diminuiu
a solucdo de 50ml para 47ml. Uma reducdo no nimero global de microrganismos, mas ndo na
concentracdo da solugdo, por isso ndo deverd haver grande problema no uso desta alteracdo

na técnica.

As contagens foram efectuadas por contagem em placa em duplicado, foi usado a média
entre os dois valores obtidos para os célculos da reducdo bacteriana. Os resultados obtidos
sdo bastante satisfatérios, obtendo contagens bastante coerentes entre as duas contagens. No
entanto, o erro no método de dilui¢Bes é significativo, a quantidade de meio de diluicdo em
cada tubo, as pipetagens, e agitacdes podem acrescentar a cada diluicdo um erro. J& em 2007
foi referido o uso de citometria de fluxo para a quantificacdo da reducdo bacteriana através da
contagem das células vidveis. No caso da norma ASTM E 2149, este método de contagem
seria uma grande vantagem. Foi pensado o uso deste método neste trabalho, mas devido &
falta de tempo ndo foi possivel planear com antecipacdo o uso desta técnica. O uso de
citometria na medi¢do da actividade antimicrobiana tera de ser bem estudada, e a sua

vantagem em relagdo ao método de cultura em placa teré de ser averiguada.

O numero de de microrganismos no tempo “0” deverd corresponder ao nimero de
microrganismos pretendidos no indculo. E feita uma comparagdo entre o nimero de
microrganismos extraidos no tempo “0” nas amostras, e no frasco sem amostra. Os valores
deverdo ser o mais proximo possivel, no entanto, h4 sempre a possibilidade de haver
micorganismos retidos no tecido. Pela observacdo no grafico de nimero de microrganismos
da norma ASTM E 2149 (Figura 18) que o nimero de microrganismos encontra-se dentro de
uma certa margem. N&o havendo grande diferenga entre o nimero observado no frasco s6

com indculo e os frascos com amostra.

A maior dificuldade na realizacdo destes dois testes quantitativos (AATCC100 e ASTM
E 2149) estda na contagem das populacGes de microrganismos. Neste estudo cientifico, a
contagem de microrganismos foi feita por técnicas de cultura em agar. Este método para além
de trabalhoso, ndo consegue dar uma quantificacdo rigorosa da quantidade de
microrganismos numa solugdo, quando esta possui uma elevada carga microbiana. E preciso
ter em conta que cada colonia contém milhares de células filhas de uma Unica célula original
ou de um pequeno grupo agregado: fala-se por isso em unidades formadoras de colénias, que
difere do nimero de microrganismos em solucdo. Apos quatro diluicdes, um erro em 10

células formadoras de coldnias provoca um erro na ordem dos milhGes de microrganismos.
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Técnicas alternativas de quantificacdo por citometria de fluxo ou pelo método
Tetrazolium/formazan-test poderdo facilitar a quantificagdo dos microrganismos em solucéo

e fornecer dados mais rigorosos acerca da populagcéo bacteriana em solucdo.

O célculo para a percentagem de reducdo apresentado pela norma AATCC100 é
idéntico ao apresentado pela norma ASTM E 2149 e envolve a seguinte formula:

1) 100 ((B ou C) — A)/ (B ou C)=R

R - % de reducdo

A - NUmero de bactérias contadas no frasco com téxtil tratado apds o tempo de incubacéo

B - Numero de bactérias contadas no frasco com téxtil tratado logo ap6s incubacgéo (t= 0)

C - NUmero de bactérias contadas no frasco com téxtil ndo tratado logo apds incubacdo (t= 0)

No caso de “B” e “C” ndo serem similares, a norma ASTM E 2149 indica o uso do
valor da contagem no frasco contendo a amostra ndo tratada apos o tempo de incubacéo
(“D”). E a norma AATCC100 indica o uso do valor mais elevado. Se estes ndo forem
significantemente diferentes, devera feita uma média entre os dois valores “D”. A formula a

usar acaba por ser a mesma:

2) 100 (D — A)/D =R
Onde:

AATCC100: D= (B + C)/2
ASTM E 2149: D = Numero de bactérias contadas no frasco com téxtil tratado apos o
tempo de incubacéo.

O parametro “R” - percentagem de reducgéo bacteriana fornece dados relativamente a
quantidade de microrganismos que o téxtil antimicrobiano destruiu tenho em conta o
desempenho da amostra controlo. Os controlos tém como objectivo a avaliagdo da actividade
antimicrobiana numa amostra sem agente activo, para poder fazer uma avaliagdo da
actividade do agente antimicrobiano e ndo da fibra onde este esté incluido. Tanto no factor de
crescimento como actividade especifica, como o nimero de microrganismos numa solucéo
estd & volta dos milhdes, o resultado pode ser expresso em sob a forma de nimero

logaritmico (Log1o), por ser mais préatica avaliacdo da extensdo da populagéo.
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Para a classificacdo da actividade antimicrobiana é usada a seguinte tabela
apresentada pela AATCC:

Tabela 18 - Classificacdo da actividade antibacteriana

Percentagem de reducéo e
) Grau Classificacao
bacteriana (%0)

R>99,9 1 Excelente
99,0<R<99,9 2 Bom
0<R <990 3 Razoavel

A amostra Ultra-Fresh mostrou uma boa performance, atingindo um valor de reducao
bacteriana de 100% apds 16 horas. A Amostra de “UBI Malha” apresentou um valor de
reducdo bacteriana de 88%, acima do valor obtido pelo téxtil de quitosano. A amostra de
quitosano tinha sido analisada em 2007, que também obteve resultados negativos nos testes
de difusdo em agar.

Pelos resultados apresentados pela norma ASTM E 2149, confirmamos que a amostra
tratada com Ultrafresh é eficaz, mas ndo atinjindo um valor de reducéo bacteriana suficiente
para ser considerado bactericida (99,1%), a amostra UBI azul tratada apresentou um valor de
reducdo bacteriana 58,7%.

Tabela 19 - Reducéo bacteriana obtida

Reducéo bacteriana

Método AATCC 100 ASTM E 2149
Tempo 16h 1h 2h
UBI azul* 99,97% 49,7% 58,7%
ggsl/milgasolso% 99,90

Quitosano 84,21%

Ultrafresh 100,00% 76,9% 99,1%
Bioguard 60,5% -20,7%

Segundo a norma AATCC100, caso sejam feitas duas analises independentes ao
mesmo téxtil, isso é, dois procedimentos completos para a mesma amostra, A diferenca entre

as contagens ndo devera ser superior a 18%, e no caso das contagens feitas em placa de agar
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no final do teste a diferenca nas contagens feitas & mesma solugdo ndo devera ser superior a
8%. A norma ASTM apenas indica numa nota para que a percentagem de reducdo ndo exceda
0s 5% em dois testes independentes, com um nivel de confianca de 95% no intervalo de 75%
a 100%.

E altamente aconselhada a leitura do relatorio “Establishment of Traceability and
Estimation of Uncertainty in Evaluation Methods using Bacteria” da Society of Industrial-
Technology for Antimicrobial Articles (SIAA) publicado em Marco de 2004. Este relat6rio
faz um estudo estatistico extensivo de comparacdo de resultados da avaliacdo dum téxtil
analisado por diferentes laboratdrios pelo método JIS Z 2801:2000 "Antibacterial products-
Test for Antibacterial activity and efficacy". Neste relatério é extensivamente descrito o
processo estatistico de validacdo de resultados.

No teste AATCC100, foi observado um aumento na populacdo bacteriana no caso das
amostras ndo tratadas. Este € um requisito para a validacdo do teste segundo a norma. No
caso da norma ASTM E 2149 houve pelo contrério uma reducdo geral da populacéo
bacteriana no final da primeira hora, apenas ao fim de duas horas é que é possivel fazer uma

diferenciagéo entre a reducdo bacteriana das amostras tratadas e controlos.
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Conclusoes e Perspectivas futuras
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5. Conclusdes

Com a realizagdo deste trabalho cientifico concluimos que no teste qualitativo NP EN
ISO 20645:2005 da-nos uma ideia geral do comportamento antimicrobiano do téxtil. Tornam-
se de facil percepcdo para amostras tratadas com antimicrobianos que se difudem no agar. No
caso de amostras cujo antimicrobiano ndo se difunda, tem de se ter particular atencdo ao
crescimento antimicrobiano sob a amostra, pelo que consideramos nestes casos este teste
inconclusivo. Consideramos altamente recomendavél o uso do microcopio estereocopico para

a interpretacdo destes ensaios.

O teste AATCC 100 revelou-se ineficaz para amostras hidrofébicas como j& estdvamos a
espera. A meu ver, o teste ASTM E 2149 é mais abrangente quer para téxteis hidrofilicos e

hidrofébicos.

No caso de téxteis hidrofilicos, neste momento aconselho a realizacdo dos dois testes em

simultdneo para a mesma amostra.
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6. Perspectivas futuras

Para posterior estudo aconselhamos o uso duma técnica quantitativa mais elaborada para
0 ensaio de téxteis hidrofobicos.

Deverd também ser realizada uma comparacdo mais extensiva e mais elaborada entre as
duas técnicas quantitativas (ASTM E 2149 e AATCC100), para 0s ensaios de amostras
téxteis hidrofilicas.

Sujiro algumas modificacfes para 0s ensaios quantitativos, nomeadamente a analise da
curva de crescimento do microrganismo em contacto com o téxtil antimicrobiano, o uso de
ultrasons para a extracdo dos microrganismos, e 0 uso da técnica de citometria de fluxo para a

avaliacdo da reducéo bacteriana.

Também poderé ser aprofundado o estudo das técnicas de extracdo, e das técnicas de
avaliagdo da eficassia do agente neutralizante.
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