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RESUMO

As infecgoes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS)
constituem um problema grave e um desafio, exigindo
acoes efetivas de prevencio e controle. O objetivo deste
estudo foi avaliar, in vitro, a atividade da clorexidinaa 2%
contra 29 cepas hospitalares de Staphylococcus aureus
por meio de duas diferentes técnicas microbiologicas:
1) Poco-difusio em camada dupla de agar e 2)
Dilui¢do em agar - Diluicao Inibitéria Maxima (DIM) /
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). De acordo com
a técnica do poco-difusdo em camada dupla de agar, as
cepas de S. aureus foram sensiveis a clorexidina (média
dos didmetros dos halos de inibicio de crescimento de
17,8mm). E, na técnica de diluicio em agar, as cepas de
S. aureus exibiram sensibilidade a clorexidina (DIM de
1/81.920 e CIM de 0,24pg/mL). Em conclusido, ambas
as técnicas microbiolégicas empregadas in vitro foram
consideradas adequadas para a avaliacdo da atividade
antibacteriana da clorexidina contra cepas de S.
aureus. Além disso, estudos adicionais sdo necessarios,
considerando que o uso da clorexidina in vivo pode
resultar em reacdes adversas e consequentemente
alterar ou nao sua atividade antimicrobiana.
Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Antissepsia.
Clorexidina. Infecgdo hospitalar. Staphylococcus aureus.

INTRODUCAO

As infecgdes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) constituem um problema grave e um desafio,
exigindo agdes efetivas de prevencdo e controle. As
infecgdes acarretam aumento nas taxas de morbimortalidade,
bem como nos custos da assisténcia a saude. A elevada
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produ¢do de conhecimento cientifico na area da saude
fornece subsidios para tomada de decisdo clinica e, em
contrapartida, traz desafios, entre eles o controle da
infecgdo. Diversos fatores podem favorecer a transmissao
microbiana. Destaca-se 0 ndo cumprimento dos principios
de assepsia como a falta de adesdo na higieniza¢do das
maos (Brasil, 2007; Damasceno, 2010; Oliveira & Paula,
2011).

As superficies inanimadas representam uma fonte
de risco para transmissao direta de microrganismos aos
pacientes, mas podem contribuir para a contaminagdo/
infeccdo cruzada secundéria, por meio das maos dos
profissionais de satde.

Vale destacar que para os microrganismos causarem
infeccdo, uma das barreiras ou revestimentos do organismo
humano que eles t€ém que transpor € a pele. Sob o controle
homeostatico de formacdo e integridade, a pele humana
¢ um Orgdo dindmico, que ¢ colonizada por diferentes
tipos de microrganismos variaveis qualitativamente e
quantitativamente nas diferentes areas do corpo. Ainda,
a pele pode servir como reservatdrio para transmissao
microbiana por meio do contato direto ou indireto (Brasil,
2007). Assim, a microbiota normal ou transitéria da pele
de pacientes hospitalizados pode ser fonte para diferentes
topografias infecciosas como a infec¢do do sitio cirtrgico
(ISC) e a infecgdo da corrente sanguinea (ICS), entre outras
(Marschall et al., 2008; O’Grady et al., 2011).

Para a antissepsia, substdncias ou produtos
antissépticos com atividade antimicrobiana podem
ser aplicados na pele e/ou mucosas e reduzir a carga
microbiana. As tentativas de utilizagdo desses agentes
para prevenir as infecgdes e reduzir suas complicagdes
datam da época de Hipdcrates. Atualmente, os principais
antissépticos sao aplicados na higienizagdo das maos,
no preparo pré-operatorio da pele e em procedimentos
invasivos como pungdes venosas centrais e arteriais,
cateterismos vasculares e vesicais (Padovani et al., 2008).

E importante salientar as dificuldades na
implementagdo efetiva da pratica de higiene das maos
tendo a escolha adequada dos antissépticos, e a técnica de
aplicacao um dos agravantes (Mazzola et al., 2009).
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Todavia, o uso de antissépticos representa uma
problematica agravada, principalmente, pela diversidade
de produtos no mercado, e contracena com a variedade de
recomendagdes de uso. No Brasil, as varias formulagdes
antissépticas indicadas devem atender a legislacdo vigente
(RDC N° 2.616) que regulamenta as agdes de controle
de infec¢do hospitalar no pais, apresentando em suas
formulagdes os diferentes principios ativos como iodo,
alcoois, clorexidina (Brasil, 1998).

O gluconato de clorexidina, objeto deste estudo,
¢ uma bisbiguanida catidnica, que foi desenvolvida na
Inglaterra no inicio dos anos 1950, e introduzida nos EUA,
nos anos 70. A forma digluconato ¢ soluvel em agua, a
sua atividade antibacteriana esta atribuida a ruptura da
membrana citoplasmatica microbiana, resultando em
precipitagdo ou coagulacdo de proteinas e dcidos nucleicos.
A atividade antibacteriana imediata, durante o seu tempo de
aplicagdo, acontece mais lentamente que os alcoois, sendo a
clorexidina considerada desinfec¢ao de nivel intermediario.
Entretanto, o seu efeito de substantividade ocorre em torno
de seis horas, pela forte afinidade com os tecidos, torna-se
o melhor entre os antissépticos disponiveis e, ainda ¢ pouco
provavel a sua inativagdo por matéria organica como o
sangue (Bambace et al., 2003; Brasil, 2007). A clorexidina
apresenta boa atividade contra bactérias gram-positivas,
menor atividade contra bactérias gram-negativas e fungos,
minima agao contra microbactéria e ndo € esporicida. Tem
atividade in vitro contra virus envelopados, mas atividade
substancialmente menor contra virus ndo envelopados
(Brasil, 2007).

Porapresentaruma constituigao catidnica, aatividade
antimicrobiana da clorexidina pode ser incorporada a
uma variedade de produtos empregados na area da saude
como sabdes, dnions inorganicos, surfactantes nao idnicos,
cremes para as maos e antissépticos bucais (Brasil, 2007).
Ainda, estudos com o emprego de substancias naturais tém
sido desenvolvidos com a finalidade de aprimorar a eficacia
de antissépticos (Karpanen et al., 2010).

Considerando os estudos relacionados ao uso da
clorexidina como antisséptico, as lacunas e controvérsias
a serem esclarecidas, como a concentracdo, o grau de
seletividade concomitante a diversidade de microrganismos
nos servigos de satde, este estudo tem como finalidade
avaliar, in vitro, a atividade da clorexidina contra cepas de
Staphylococcus aureus.

MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa 29 cepas de Staphylococcus
aureus foram isoladas de secre¢do respiratdria, ferida do
sitio cirurgico e hemocultura, provenientes de pacientes
hospitalizados com infec¢do, em um hospital de ensino do
interior do estado de Sao Paulo com aproximadamente 600
leitos. As cepas foram estocadas em tubos de ensaio com agar
Mueller Hinton (Difco, Sparks, MD, USA) e apresentavam
perfis variados de sensibilidade aos antibidticos. Ainda, a
amostra do produto quimico antimicrobiano, (gluconato
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de clorexidina a 2%), também foi proveniente da referida
instituigdo hospitalar.

A padronizagdo dos indculos bacterianos foi
realizada a partir de culturas recentes (37°C por 24h) e puras
das cepas em tubos com agar Mueller Hinton inclinado.
Aliquotas foram transferidas para tubos com solugdo salina
a 0,85% para obtengdo de turvagado correspondente a escala
0,5 de McFarland (~108UFC/mL).

Para a técnica do poco-difusdo em camada dupla de
agar, inicialmente, a camada base de 12mL de dgar Mueller
Hinton foi distribuida em placas de Petri (20x100mm)
esterilizadas. Apos solidificagdo do meio, confeccionou-se
a camada seed (semeada) com a transferéncia de 8mL de
agar Mueller Hinton a cerca de 45°C com 1% de inéculo
bacteriano padronizado (~108UFC/mL). No meio de
cultura solidificado foram confeccionados, com auxilio de
canudos esterilizados, cinco pogos com didmetros de Smm.
Em apenas um dos pogos adicionou-se 20ul de clorexidina
a 2%, enquanto que nos demais foram analisados outros
produtos ndo relatados neste trabalho. As placas foram pré-
incubadas em temperatura ambiente (25°C) por 2 horas
para permitir a difusdo da clorexidina no meio de cultura.
Decorrido o periodo de pré-incubagdo, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas em estufa, com papel de
filtro absorvente entre a tampa ¢ o fundo das placas, com
intuito de evitar o contato da agua de condensa¢do com
o meio de cultura. A leitura dos didmetros dos halos de
inibicao foi realizada com auxilio de régua milimétrica e
expressa em milimetros (Grove & Randal, 1955, Utyama et
al., 2006, Mackawa et al., 2012).

A Diluigéo Inibitéria Méaxima (DIM) / Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM) da clorexidina foi efetuada
pela técnica de diluigdo em agar em duplicata. Em tubos
de ensaio (20x200mm) com 2mL de &gua destilada
esterilizada foram obtidas dilui¢cdes duplas seriadas por
meio da transferéncia de 2mL da clorexidina a 2%. Apos
o preparo das diluigdes, 18mL de agar Mueller Hinton a
cerca de 45°C foram adicionados em cada tubo com 2mL
das diluigdes do produto. A solugdo resultante de 20mL foi
homogeneizada e vertida em placa de Petri (20x100mm)
esterilizada. Decorrida a solidificagdo do meio de
cultura com as diferentes diluigdes (1/10 a 1/163.840)
/ concentragdes (0,12 a 2000pug/mL) de clorexidina, as
cepas foram semeadas em sua superficie com auxilio de
um inoculador multipontual de Steers. Este dispositivo
¢ constituido de duas pequenas chapas metalicas, uma
contendo 25 orificios/pogos, onde foram adicionados
200ul de cada indculo bacteriano padronizado (~10¥UFC/
mL) e a outra com 25 hastes de metal, que se encaixam nos
pogos e funcionaram como inoculadores. As placas foram
incubadas a 37° C por 24h e a DIM / CIM foi definida como
a maior dilui¢do / menor concentragao da clorexidina capaz
de inibir o crescimento bacteriano (Steers et al., 1959;
Watanabe et al., 2008).

O projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (n°® 7485/98).
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RESULTADOS

Os resultados dos halos de inibicdo e das DIMs /
CIMs estdo expressos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Atividade antibacteriana da clorexidina a 2% contra
cepas de Staphylococcus aureus pela técnica do pogo-difusdo em
camada dupla de agar:

ﬁ'?é/i’)’y’ococc“s aureus Halos de inibicao (mm)

2(6,9) 16,0 - 16,5
14 (48,2) 17,0-17,5
9(31,0) 18,0-18,5
2(6,9) 19,0-19,5
2(6,9) 20,0
Média 17,8

Tabela 2. Diluig¢do inibitéria maxima / concentragdo inibitoria
minima da clorexidina contra cepas de Staphylococcus aureus
pela técnica de diluigdo em agar:

Staphylococcus aureus

Clorexidina

Cepas inibidas Dados cumulativos
DIM CIM (pg/ml) No % No %
1/163.840 0,12 2 6,9 2 6,9
1/81.920 0,24 27 93,1 29 100,0

1/40.960 a 1/10 0,49 a 2000 29 100 29 100,0

DIM, diluigdo inibitéria maxima; CIM, concentragdo inibitéria minima.

DISCUSSAO

O Staphylococcus aureus, que ¢ um dos patdégenos
humano mais importante para classificar as espécies
Staphylococcus, sdo amplamente distribuidos na natureza
e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosa de
uma grande parte de mamiferos. Sdo cocos gram-positivos,
catalasepositivosqueformamarranjossemelhantesa‘““cachos
de uva”, anaerobios facultativos, sdo capsulados, possuem
peptidoglicano na parede celular, proteina A, adesinas,
enzimas extracelulares, leucocidinas e hemolisinas, alguns
dos atributos de que lhe confere viruléncia. A caracteristica
isolada mais importante para classificar as espécies do
género Staphylococcus ¢ determinada pela prova da
coagulase, que avalia a capacidade de produgdo da enzima.
A incidéncia deste microrganismo ¢ elevada em casos
de infecg¢@o hospitalar (Ratti & Sousa, 2009; Trabulsi &
Alterthum, 2008). Considerando sua notavel capacidade de
versatilidade epidemiolégica e nos padrdes de resisténcia,
sua vigilancia em diferentes regides ¢ deveras importante
(Caraciolo et al., 2012).
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O problema se agrava ainda mais quando se depara
com a realidade da multirresisténcia. Em 1946, nos Estados
Unidos da América, cerca de 5% de estafilococos isolados
de pacientes ou portadores eram resistentes a penicilina.
Em 1949 esta resisténcia podia ser notada em 29% dos
microrganismos isolados em hospitais norte-americanos;
em 1950 atingia 50% e em 1959 era de cerca de 80%
(Bauer et al., 1960).

A literatura ¢ vasta de dados sobre a ocorréncia
de Staphylococcus aureus sendo que o Staphylococcus
aureus resistente a meticilina acomete diversos paises
a cada ano, notavelmente no México (24,1-80,0%) e na
Venezuela (19,0-69,8%). No periodo de 2004 a 2010, 3126
isolados de Staphylococcus aureus provenientes de 66
institui¢oes da América Latina apresentaram resisténcia a
meticilina (46.9%) (Garza-Gonzalez & Dowzicky, 2013).
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) lanca a Alianga
Mundial para a Seguranga do Paciente como agdo estratégica
para incrementar a seguranga no que tange o crescimento
exponencial da casuistica de resisténcia microbiana. Nesse
sentido a Alianga Mundial para a Seguranca do Paciente
como agdo estratégica para incrementar a seguranca dos
pacientes e profissionais estd em plena campanha de
conscientizac¢do da problematica.

Em relagdo a clorexidina, a avaliagdo da atividade
antibacteriana realizada neste estudo demostrou que ambas
as técnicas foram adequadas para o propdsito, e que a
susceptibilidade do S. aureus (Tabela 1 e 2) foi maior do
que a relatada em outros estudos (Ayhan et al., 1999; Aykan
et al., 2013; Kanazawa et al., 2004).

Na escolha de um produto antimicrobiano “ideal”
deve ser considerado o espectro de ag¢@o antimicrobiana,
microrganismos envolvidos, fatores que interferem na
atividade germicida, incluindo aqueles relacionados ao odor,
aceitagdo pelo usudrio, as propriedades fisico-quimicas,
a toxicidade, ao custo e a regulamentagdo governamental
vigente. Sem duvida que, muito mais que utilizar produtos
quimicos no combate de microrganismos resistentes
nas instituicdes de satde, se faz necessario conhecer sua
eficacia em diferentes situacdes (Darouiche et al., 2010).
Vale acrescentar que em situagdo real de assisténcia nao
existe uma postura unissona entre os profissionais de satide
para escolha das substancias antimicrobianas e, o problema
se agrava ainda mais quando se avalia a forma de uso.
Isto em muito se deve a uma diversidade de informagdes
cientificas que podem gerar distor¢des e a inoperancia
dos orgaos oficiais de fiscalizacdo. Em linhas gerais essa
situag¢@o corrobora o fato de que os proprios profissionais
desconhecem o mecanismo de agdo das substincias que
utilizam em suas praticas diarias.

Nesse sentido, a capacitagdo dos profissionais
de saude representa um fator preponderante, uma vez
que os habilitam a compreender a situacdo de risco e a
tomar decisdes adequadas em prol do rompimento da
cadeia de infecgdo. Dai, a importancia de investimentos
continuos, em cursos de treinamento ou de atualizagao.
Convém relembrar que o éxito das agdes profissionais
depende, dentre outros fatores, da formacdo intelectual,
da integracdo entre as normas propostas pelos servigos a
pratica individual. Portanto, torna-se imprescindivel o
treinamento, a supervisao e a vigilancia.
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Mesmo diante da vasta literatura, o uso da
clorexidina como antisséptico, considerando as diferentes
interagdes microbianas que se estabelecem, ha lacunas e
controvérsias a serem esclarecidas.

Assim, estudos adicionais Ssdo necessarios,
considerando que o uso da clorexidina in vivo pode resultar
em reagdes adversas e consequentemente alterar ou ndo sua
atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

Evaluation of in vitro activity of chlorhexidine against
Staphylococcus aureus

Healthcare-associated infections constitute a serious
challenge and require effective prevention and control
actions. The aim of the present study was to evaluate
the in vitro activity of 2% chlorhexidine against
29 hospital strains of Staphylococcus aureus using
two microbiological methods: 1) well-diffusion in
double-layer agar and 2) agar dilution — maximum
inhibitory  dilution = (MID)/minimum inhibitory
concentration (MIC). The well-diffusion in double-
layer agar revealed that the strains of S. aureus were
susceptible to chlorhexidine (mean diameter of growth
inhibition zone: 17.8 mm). The agar dilution method
also demonstrated that the strains of S. aureus were
susceptible to chlorhexidine (MID: 1/81,920; MIC: 0.24
pg/mL). Based on the present findings, both in vitro
microbiological methods are adequate for the evaluation
of the antibacterial activity of chlorhexidine against
strains of S. aureus. Additional studies are needed, as
the use of chlorhexidine in vivo may result in adverse
reactions, with a possible change in antimicrobial
activity.

Keywords: Antibacterial activity. Antisepsis. Chlorhexidine.
Cross infection. Staphylococcus aureus.
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