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“A ciéncia é antes um modo de pensar do que
propriamente um conjunto de conhecimentos. Seu
objetivo é compreender de que forma o mundo
funciona, procurar as regularidades que possam
existir, penetrar nas conexdes das coisas, desde as
particulas subnucleares, que talvez sejam as
componentes de toda a matéria, até os organismos
vivos e a comunidade social humana, e dai ao
cosmo como um todo. [...] A ciéncia € baseada na
experimentacao, na disposicdo de desafiar velhos
dogmas, numa abertura para ver o0 universo como
ele realmente é. Nesse pressuposto, a ciéncia
muitas vezes requer coragem — pelo menos a
coragem de questionar a sabedoria convencional.”

Carl Sagan



RESUMO

A antissepsia consiste na utilizacdo de produtos (microbicidas ou microbiostaticos)
sobre a pele ou mucosa com o objetivo de reduzir os micro-organismos existentes
nas camadas superficiais (microbiota transitéria) e profundas (microbiota residente)
da pele e de mucosas, pela aplicacdo de agentes biocidas, classificados como
antissépticos. Um numero consideravel de agentes quimicos é utilizado tanto em
laboratorios quanto nos estabelecimentos de salde e nas industrias, incluindo
alcoois, iodoforos, fendis sintéticos e compostos quaternarios de amonio, clorexidina
entre outros. Entretanto, ndo existe um antisséptico que atenda a todas as situacoes
e necessidades encontradas, sendo preciso conhecer as caracteristicas de cada um
para que se tenham subsidios suficientes que permitam a escolha correta do
produto, evitando custos excessivos e uso inadequado. Ao contrario dos
desinfetantes que apresentam padrdes e critérios especificos e bem definidos, nos
antissépticos ndo sao realizados testes, para as diversas preparacoes
dermatoldgicas antimicrobianas existentes. Por isso, este trabalho se prop6s estudar
a atividade antimicrobiana desses produtos utilizando ensaio Time Kill descrito por
Hobson e Bolsen, 1991 no qual é avaliada a destruicdo de uma populacdo de micro-
organismos aerobios dentro de um periodo de tempo especificado, quando testado
contra os agentes antimicrobianos. Foram analisadas 25 preparacdes a base de:
PVP-1 sol. degermante, digluconato de clorhexidrina, nordexidina, cloreto de
benzalcénico, triclosano e alcool etilico. Foram utilizadas cepas microbianas de
referéncia e cepas clinicas. Todas as amostras foram processadas utilizando
produtos antissépticos na concentracdo diluida e ndo diluida. Para a recuperacao
dos micro-organismos sobreviventes foram utilizadas as técnicas de semeadura em
profundidade e filtracdo por membrana. Das 25 amostras comerciais, 20% foram
insatisfatorias utilizando-se as cepas de referéncia, todas essas a base de
clorexidina. Nos ensaios com as cepas clinicas todas as amostras foram
satisfatorias. Com base nos dados obtidos podemos comprovar que a filtracdo por
membrana é menos sensivel, ndo expressando fielmente as condigbes
microbiolégicas do produto. Ja a semeadura em profundidade mostrou-se bem mais
sensivel uma vez que em todas as amostras testadas o numero de colbnias
contadas foi superior. As analises realizadas em 35 amostras de produtos
antissépticos nos permitiram inferir que o teste Time Kill é adequado para o estudo
da atividade antimicrobiana in vitro.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, antisséptico, tempo de morte,

neutralizacao.



ABSTRACT

Antisepsis is any procedure using microbicide or microbiostatic products on the skin
or mucosa in order to reduce the existing flora on surface layers (transient
microbiota) and deep (microbiota). The application of such biocide agents are
classified as antiseptics. A considerable number of chemicals is used both in
laboratories and health establishments and industries, including alcohol, iodophors,
synthetic phenols, quaternary ammonium compounds, chlorhexidine and others.
However, an antiseptic that meets all situations and needs is not available yet. It is
necessary to know the characteristics of each antiseptic to enable the correct choice,
avoiding excessive costs and misuse. Unlike disinfectants which have specific and
well defined standards and criteria, antiseptics don’t have specific considerations for
testing the various existing antimicrobial dermatological preparations. Therefore, this
study aimed to determine the antimicrobial activity of these products using as
reference the Standard Guide for Assessment of Antimicrobial Activity citing the
“Time Kill” assay. This is the procedure of ASTM E2315 Study Time Kill Test
developed in 1991 by Bolsen and Hobson, which is evaluated by the evolution of a
population of aerobic micro-organisms within a specified time period, when tested
against antimicrobial agents. The analysis was carried out on 25 samples of
antiseptic products showing that the Time Kill test is suitable for the study of in vitro
antimicrobial activity PVP-I, clorhexidrina of digluconate, nordexidina, benzalconico
chloride, triclosan and ethyl alcohol. All samples were processed using antiseptic
products in a diluted and direct concentration and both were inoculated by depth
seeding and membrane filtration. Our results show that membrane filtration is less
sensitive and don’t express the microbiological condition of the product. Depth
seeding proved to be much more sensitive since all samples tested showed a higher

number of colonies.

Keywords: antimicrobial activities, antiseptic, time Kkill, neutralization.
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1. INTRODUCAO

Assepsia € 0 conjunto de medidas adotadas para impedir a introducdo de
agentes patogénicos no organismo e no ambiente e inclui procedimentos de
antissepsia, desinfeccao e esterilizacdo (GOMES, 2002). A antissepsia consiste na
utilizacdo de produtos (microbiocidas ou microbiostaticos) sobre a pele ou mucosa
com o objetivo de reduzir os micro-organismos existentes nas camadas superficiais
(microbiota transitéria) e profundas (microbiota residente) da pele e de mucosas,
pela aplicagdo de agentes biocidas, classificados como antissépticos. Na assisténcia
a saude, a principal fung&o dos antissépticos é o preparo da pele, como higienizacao
das méos e antes de alguns procedimentos, como cirurgias, aplicacdes de injecdes,
puncbes venosas e arteriais, cateterismos vesicais e outros procedimentos
invasivos, nos quais ocorre o rompimento das barreiras normais de defesa do
individuo (SANTOS, 2002).

Hospitais que trabalham com equipe envolvida no controle de infeccéao
hospitalar devem ressaltar questdes relevantes que segundo Redfern (1998)
compreendem aspectos relacionados ao paciente (preparo de pele, procedimento de
tricotomia, roupa privativa, retiradas de adornos) e relacionado a equipe cirdrgica
(REDFERN, 1998).

Nos dias atuais, tem sido sugerida a mudanca do termo infeccéo hospitalar por
Infeccdo Relacionada a Assisténcia A Sadde (IrAS), que reflete melhor o risco de
aguisicao dessas infec¢cdes (ANVISA, 2000).

A Infeccao relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS) nasceu com 0S servigcos
de saude, principalmente nos hospitais, que podem ser considerados um
ecossistema particular, um ambiente ideal para o surgimento de surtos onde se
verifica a presenca de individuos debilitados ou imunocomprometidos, a realizagdo
de procedimentos invasivos, o uso frequente de antimicrobianos e a presenca da
equipe de saude necessaria para a assisténcia (BATISTA, 2004).

Sem duvida alguma, as IRAS constituem um grave problema de saude
publica, tanto pela sua abrangéncia como pelos elevados custos sociais e
econdbmicos. O conhecimento e a conscientizacdo sobre os varios riscos de
transmissdo de infeccdes, das limitacbes dos processos de desinfeccdo e de

esterilizagdo e das dificuldades de processamento inerentes a natureza de cada
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artigo sdo imprescindiveis para que se possam tomar as devidas precaucdes.
(ANVISA, 2000).

Segundo dados de LEAL et al., (2004), no municipio do Rio de Janeiro, a
mortalidade infantil encontra-se na faixa de quinze Gbitos por mil nascimentos, e que
destes, 70% ocorrem nos primeiros vinte e oito dias de vida. A analise destes 6bitos
gue poderiam ser evitados a partir do controle da IRAS, que é considerada um dos
mais importantes agravos a saude dos recém-nascidos (RN), decorrente da falta de
assepsia durante os procedimentos de parto (LEAL et al. 2004).

As infecgbes hospitalares representam um grave problema em todo o mundo,
ocasionando aumento da morbidade e da mortalidade, do tempo de hospitalizacdo e
dos custos hospitalares (EDMOND & WENZEL, 1996; CRABTREE et al., 1999;
NIEDERMAN, 1998) (Figura 1). Diversos micro-organismos estao envolvidos nessas
infecgdes, apresentando cada vez mais resisténcia aos antibioticos.

Segundo Hanberger (1999), estudos realizados com o objetivo de avaliar a
ocorréncia de bactérias Gram-negativas com sensibilidade diminuida aos
antibioticos, em pacientes de UTIs na Europa, demonstraram que 0S micro-
organismos mais encontrados foram as enterobactérias (59%), seguidas pela P.
aeruginosa (24%), sendo que este micro-organismo apresentou maior resisténcia em
todos os paises envolvidos (HANBERGER et al. 1999). Estudos realizados no Brasil
mostraram a ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa multirresistente em diferentes
hospitais do Rio de Janeiro (PELLEGRINO, et al. 2002).

No Brasil, o Ministério de Saude define infeccdo hospitalar como aquela
adquirida apdés a admissdo do paciente e cuja manifestacdo ocorre durante a

internacéo e em decorréncia de procedimentos hospitalares.
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Figura 1- Relacao das principais causas de morte em paises desenvolvidos e da
mortalidade infantil de 0 a 4 anos de idade.

Principais causa de morte Principais causas da mortalidade
em paises desenvolvidos infantil (0 a 4 anos)

® Infecgdes

® Cancer

® Perinatal e Maternal
4 Circulatéria

® Respiratoria

@ Acidentes ou Outros

m Lesdes

m Condigdes ndo notificaveis
o Nutricional

= Perinatal

® Doencas infecciosas

FONTE: http://www.estadao.com.br/noticias/geral,e@teva-alerta-de-gripe-suina-e-brasil-tem-dois-sitep,362957,0.htm) - consultado
em 06.06.11

Também a Lei 8.080, de 19 de setembro de 1990 (BRASIL, 1990), estabelece
como objetivo e atribuicdo do Sistema Unico de Salde (SUS) “a assisténcia as
pessoas por intermédio de acbes de promocgédo, protecdo e recuperagdo da Saude
com a realizacdo integrada das acdes assistenciais e das atividades preventivas,
onde estdo incluidas também acdes de prevencdo de infeccbes”. (EDMOND &
WENZEL, 1996; CRABTREE et al., 1999; NIEDERMAN, 1998).

Dentre as medidas de controle e prevencédo das IRAS estdo os procedimentos
de antissepsia, desinfeccéo e esterilizacéo.

Ignaz Semmelweis (1818-1865) é considerado o pioneiro nos esforcos de
controle da infeccédo hospitalar. O processo de coletar sistematicamente os dados e
analisar e instituir medidas de prevencao ainda € o modo mais eficaz no controle de
infeccdes. Além disso, a importancia atribuida por ele as maos dos profissionais de
saude, como meio de transmitir patbgenos de um paciente para outro, continua
valida. Infelizmente, como no século XIX, os médicos e demais profissionais de
saude ainda necessitam ser lembrados constantemente de higienizar as maos antes
e depois do contato com os pacientes (ANVISA, 2000).

Considerando que a adesdo dos profissionais de saude a higienizacdo das
maos, segundo pesquisas atuais, nao € maior que 60%, ainda é possivel afirmar que
hoje, como no tempo de Semmelweis, as maos ainda sdo o principal veiculo de
transmissao de micro-organismos no ambiente hospitalar (ANVISA, 2000).

A higienizacdo das maos €, isoladamente, a acdo mais importante para a

prevencgao e para o controle de infec¢des hospitalares (BRASIL,1998). A importancia
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das IRAS é realcada quando analisamos os estudos do Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), que as considera como sendo as principais causas de
morbidade e mortalidade, além de aumentarem o tempo de hospitalizacdo do
paciente, elevando o custo do tratamento (CDC, 2002).

O desenvolvimento dos antissépticos relaciona-se a historia do tratamento de
feridas e tem como objetivo basico reduzir os riscos e prevenir ou diminuir as
complicacbes infecciosas (CERQUEIRA, 1997). Por mais de um século, o iodo,
descoberto em 1812, foi considerado um dos antissépticos mais eficazes, sendo
utilizado na prevencgéo de infecgéo e no tratamento de feridas. Em 1839, publicou-se
o primeiro relato do seu uso especifico em feridas (GOTTARDI, 2001). No entanto,
sua desvantagem de causar toxicidade as células levou a novas formula¢gdes, como
os iodoforos (CERQUEIRA, 1997).

Em 1750, o médico inglés Joseph Pringle publicou trés artigos comparando a
resisténcia a putrefacdo pela aplicagcdo de substéncias, que ele chamou de
antissépticos (BLOCK, 2001). No século XIX, Lister e Semmelweis demonstraram
em seus experimentos que agentes quimicos poderiam prevenir doencas. O primeiro
utilizou o fenol como antisséptico pré-cirargico e o ultimo empregou agua clorada
para lavagem prévia das méaos antes do trabalho em obstetricia, alcangcando uma
reducao significativa da morte de neonatos por febre puerperal (BLOCK, 2001).

Além de caracterizar o espectro de referéncia ou de organismos isolados
clinicamente para o qual o antimicrobiano é eficaz, a taxa de morte também deve ser
caracterizada pelo produto. O produto antimicrobiano é testado com o tempo e o
namero de sobreviventes determinados por contagem direta. A Food and Drugs
Administration (FDA) atualmente nao especifica uma metodologia especifica
(FDA,2007).

Os antissépticos utilizados nas lesGes cutaneas devem combater tanto a
microbiota transitéria quanto a permanente, que podem ser constituidas por varias
bactérias patogénicas, incluindo aquelas que comumente causam infeccOes
hospitalares, tais como: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus etc. Muitos antissépticos se mostram mais eficazes em bactérias Gram-
positivas do que em Gram-negativas, embora esta diferenca nao seja téo clara como
na atividade dos antibidticos. Um grupo de bactérias Gram-negativas, do género
Pseudomonas, é de especial interesse (KONEMAN, 2001; LACZ, 1984; MURRAY et

al., 2007). As pseudomonas, que também sdo comuns no ambiente, sdo muito
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resistentes a diversos produtos quimicos e podem até mesmo crescer em alguns
antissépticos (BALOWS, 1991).

P. aeruginosa, provoca infeccdo de feridas, de queimaduras e do trato
urinario, quando introduzida por cateter e instrumentos ou por solucdes de irritacao.
O acometimento do trato respiratério, especialmente por respiradores contaminados,
resulta em pneumonia necrética e otite externa invasiva (maligna) em pacientes
diabéticos. A infeccdo do olho, que pode levar a sua rapida destruicdo, € mais
comum apos procedimentos cirurgicos ou ferimentos. Em lactantes ou pessoas
debilitadas, pode invadir a corrente sanguinea resultando em sépsis fatal e ocorre
comumente em pacientes com leucemia ou linfoma e em vitimas de queimaduras
graves. (BROOKS, 2009).

Staphylococcus aureus esta frequentemente envolvido com infeccdes
humanas (MOREIRA et al., 1998), tanto de origem comunitdria como hospitalar,
podendo ser encontrado no ambiente externo (MOREIRA et al., 1998). O protétipo
de uma lesdo estafilococica € o furinculo ou outros abcessos localizados que
quando estabelecidos em um foliculo piloso levam a necrose tecidual. A partir de
qualquer foco os micro-organismos podem se propagar através dos vasos linfaticos
e da corrente sanguinea para outras partes do corpo (BROOKS, 2009).

E. coli é a causa mais comum de infeccdo no trato urinario, podendo resultar
em bacteremia com sinais clinicos de sépsis, diarreia dos viajantes, septicemia e
meningite. (BROOKS, 2009).

Candida albicans pode invadir a corrente sanguinea causando tromboflebite,
endocardite ou infec¢do dos olhos ou outros érgaos, incluindo as meninges, quando
inoculada por via intravenosa (equipos de soro, agulhas, alimentacdo parenteral,
abuso de narcaticos, etc). (BROOKS, 2009).

Um quadros de infeccdo hospitalar mais importantes € a pneumonia
bacteriana. Segundo Heron ( 2007), a pneumonia € uma doenca comum associada
com morbidade e mortalidade substanciais e € uma das principais causas de morte
nos Estados Unidos (HERON, 2007). Ela é responsavel por cerca de 1,4 milhdo de
internagdes e, em combinag&do com a gripe, resulta em quase 60 mil mortes por ano
(HERON, 2007; DE FRANCES, 2007). A Pneumonia Adquirida na Comunidade
(CAP) é definida como pneumonia que se desenvolve em pacientes fora do
ambiente hospitalar. A Pneumonia Associada a Saude (HCAP) € uma entidade mais

recentemente descrita, que inclui pacientes com pneumonia oriundos da
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comunidade e que apresentam maior risco de infec¢cdo a partir dos mesmos micro-
organismos Gram-negativos multirresistentes e geralmente associados a IRAS
(KOLLEF, 2008; CARRATALA, 2007; KOLLEFF, 2005; MICEK,2007).

A mortalidade infantil decorrente da infeccdo em neonatos , sendo, pois, um
importante agravo a saude dos RN, minimizar os riscos de IRAS significa reduzir o
namero de mortes de RN que necessitam de hospitalizacdo. Sem davida, um desafio
a ser enfrentado pelos profissionais e gerenciadores, tendo em vista que, no Brasil,
25% dos 6bitos ocorrem em unidade de terapia intensiva neonatal (UTIN) (PRADE et
al., 1995a). Vaérios estudos tém referendado a importancia da higiene oral em
pacientes sob ventilacdo mecanica invasiva, como medida de prevencdo da
formacdo da placa bacteriana dentaria. Existem estudos demonstrando que o
mesmo agente microbiano causador da placa dentaria foi responsavel pela
ocorréncia de pneumonia em pacientes sob ventilagdo invasiva. A utilizacdo de
clorexidina 0,12% na higiene oral relacionou-se com a redugédo da ocorréncia de
pneumonias hospitalares em unidades de terapia intensiva (ADDE,et. al. 1991).

Também na area da odontologia, o tema antissépticos € de grande
relevancia. Para Adde (1991), os materiais envolvidos no trabalho clinico nos
estabelecimentos de saude de atencdo odontologica podem se transformar em
veiculo para os agentes infecciosos, dai a necessidade de passarem por um
processo de descontaminacdo apos o uso. Além disso, os locais em que estes
materiais sdo processados e as pessoas que 0S manuseiam também podem se
tornar fontes de infeccdo para um hospedeiro suscetivel. O objetivo é eliminar total
ou parcialmente as fontes de infeccdo presentes ap0s cada atendimento (ADDE, et.
al.1991).

Na Europa, utilizam-se solugcdes de clorexidina a 0,2% como colutérios orais
desde a década de 1980. A natureza catidnica da clorexidina permite a sua ligacao a
tecidos duros e moles na cavidade bucal; a seguir, é liberada com o decorrer do
tempo, produzindo um efeito bacteriostatico continuo. Foi demonstrada a eficacia
dessas solucdes, quando utilizadas duas vezes ao dia, na reducao da formacéo da
placa e gengivite. Os principais efeitos colaterais consistem na pigmentacdo dos
dentes, aumento da formacéo de céalculos e alteracdo do paladar. Dois colutérios de
clorexidina a 0,12% foram aprovados pela FDA, sendo tado eficazes clinicamente
quanto a solucdo mais forte a 0,2%, porém com uma reducdo significativa na

incidéncia de efeitos colaterais (FDA,1999b).
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Na area de ginecologia e obstetricia, Adde (1991) diz em seus estudos que as
seguintes solugfes antissépticas sdo as mais indicadas: Solucéo topica alcodlica de
dicluconato de clorexidina a 0,5%; solucéo topica degermante de dicluconato de
clorexidina a 0,2%; tintura de PVPI a 10% (1% de iodo ativo); solucdo de PVPI a
10% (1% de iodo ativo) (ADDE, et. al. 1991).

A disseminacdo de patdégenos resistentes aos antibioticos representa uma
ameaca crescente em unidades de saude. Desta forma, é importante a utilizacdo de
produtos eficazes visando impedir a disseminac&o de micro-organismos resistentes.

Segundo trabalho de Weber e Rutala (2006), de um modo geral, antissépticos
e desinfetantes devem ser usados quando ha estudos cientificos que demonstrem
beneficio ou quando existe uma forte justificativa tedrica para a utilizacdo de
germicidas (WEBER e RUTALA, 2006).

1.1. TIPOS DE AGENTES QUIMICOS e ATIVIDADE DOS PRODUTOS
ANTISSEPTICOS

Um numero consideravel de agentes quimicos € utilizado tanto em
laboratorios quanto nos estabelecimentos de salde e nas industrias, incluindo
alcoois, iodoforos, fendis sintéticos e compostos quaternarios de amonio, clorexidina
entre outros. Entretanto, ndo existe um antisséptico que atenda a todas as situacdes
e necessidades encontradas, sendo preciso conhecer as caracteristicas de cada um
para que se tenham subsidios suficientes que permitam a escolha correta do
produto, evitando custos excessivos e uso inadequado (TEIXEIRA, 2010).

Um antisséptico ideal deve ser capaz de destruir a forma vegetativa de todos
0S micro-organismos patogénicos, requerer tempo limitado de exposicao e ser eficaz
em temperatura ambiente, além de ser ndo corrosivo, apresentar baixa toxicidade
para seres humanos e ser de baixo custo. Devido as semelhancas na composi¢ao
guimica e no metabolismo entre os seres humanos e micro-organismos, é pouco
provavel alcancar este ideal. Entretanto, a toxidade seletiva (para alguns micro-
organismos, mas nao para as células humanas) € de suma importancia para os
antissépticos. O grau de seletividade para os agentes antissépticos pode variar,
dependendo dos tecidos com o0s quais entram em contato. Um antisséptico

destinado para a lavagem das maos pode ser menos seletivo do que um
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antisséptico utilizado como colutério oral (enxaguatoério ou ainda enxague bucal séo
liquidos utilizados para realizar a higiene da cavidade oral), visto que o epitélio
altamente queratinizado da pele proporciona maior grau de protecdo contra
antisséptico do que o epitélio oral (FDA, 2007).

Em todo o campo de assisténcia a saude, as preocupacdes quanto a
transmissdo de micro-organismos infecciosos levaram a um aumento no uso de
antissépticos e desinfetantes. Os varios antissépticos e desinfetantes podem ser
classificados de acordo com o0 seu mecanismo de acao: agentes que desnaturam as
proteinas; agentes que causam a ruptura osmotico da célula; e agentes que
interferem em processos metabdlicos especificos, tendem a matar os micro-
organismos. A interferéncia em processos metabdlicos especificos, geralmente afeta

0 crescimento e a reproducao celular sem matar a célula (TEIXEIRA, 2010).

A Tabela 1 relaciona as varias classes de substancias quimicas utilizadas
como desinfetantes/antissépticos e a Tabela 2 mostra sua eficacia contra diversos
micro-organismos representativos. Os aldeidos e certas substancias a base de
halogénio e oxidantes possuem a maior faixa de eficacia e também tendem a ser
mais toxicos para os tecidos humanos. Em consequéncia, seu uso limita-se
principalmente a desinfeccdo e a esterilizagdo. As outras classes quimicas
consistem em agentes antimicrobianos menos eficazes, mas também menos
prejudiciais aos tecidos humanos, sendo, portanto, utilizadas tanto como

desinfetantes quanto como antissépticos (WHO, 2005).



Tabela 1 — Substancias quimicas utilizadas como antissépticos.

Classes Principais agentes antissépticos

Dibromopropamidina - Clorexidina_ - Propamidina -
Hexamidina - Poliexanida

Hexaclorofeno - Policresuleno - Fenol - Triclosan -
Cloroxilenol - Bifenilol

Biguanidas e amidinas

Fenol e derivados

lodo/octilfenoxipoliglicoleter - lodopovidona _ - Di-iodo-
hidroxipropano

Benzetbnio - Cetriménio (brometo - cloreto) - Cetilpiridinio -
Compostos de amonio quaternario Cetrimida - Cloreto de benzoxénio _ - Cloreto de
didecildimetilaménio

Derivados de iodo

Per6xido de hidrogénio - Tosilcloramida de sédio - Etanol -
Permanganato de potassio - Hidroclorito de sédio

Outros

Adaptada da fonte: http://www.formatex.info/microbiology2/369-376.pdf

Tabela 2 - Acdo microbioldgica de alguns agentes antissepticos.

Bactérias

Bactérias Gram- Esporos Bacilos da
Cl t ositivas Gram- bacterianos  tuberculose HBV. HY  Fundos
n .
asse ou agente p negativas
Halogénicos + + £ & + + +
Fenois + + - + = + +
Alcoois + + - + * + *
Clorexidrina + * - - - + +

Adaptado da fonte: http://www.formatex.info/microbiology2/369-376.pdf
(+) positivo, (-) negativo, () mais ou menos
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A clorexidina possui ampla atividade antimicrobiana, porém mata os micro-
organismos numa taxa muito mais lenta do que a do &lcool etilico. Sua atividade
persiste, embora sua eficacia seja reduzida por materiais organicos e altos valores
de pH. A clorexidina foi aprovada para o uso em escovas cirurgicas em meados dos
anos 1970, e como colutério a 0,12%, no final da década de 1980. Para lavagem
cirurgica, as solugfes de clorexidina a 4% sao de acéo rapida como os iodéforos e
possuem a substantividade do hexaclorefeno (SOUZA,2007).

Substantividade (retentividade): é a capacidade de o produto permanecer
retido no local de acdo (superficie dental, gengiva e mucosa bucal), sendo liberado
lentamente, evitando que seu efeito seja rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar.
No tratamento de infec¢bes causadas pela placa dental, a substantividade do agente
antimicrobiano € muito importante, ja que os agentes necessitam de um certo tempo
de contato para inibir ou matar um micro-organismo (BLUCHER, 2007). Ja a
atividade do paraclorometaxilenol (PCMX) limita-se principalmente as bactérias
Gram-positivas. Como possui baixa toxicidade e ndo tem atividade residual, vem
sendo utilizado em produtos para lavagem das méaos (MURRAY, 2007).

Os metais pesados, em particular os mercuriais e compostos de prata,
possuem uma longa histéria como agentes antimicrobianos. Os mercuriais organicos
ainda sao utilizados em alguns paises como fumigantes, mas foram substituidos por
substancias mais eficazes e menos toxicas na Medicina e na Odontologia (FDA,
2007).

Varios metais pesados podem ser utilizados como biocidas antissépticos,
incluindo a prata, o mercurio e o cobre. Quantidades muito pequenas de metais
pesado, exercem atividade antimicrobiana com acao referida oligodinamica. Este
efeito é produzido pela acéo dos ions do metal pesado sobre os microbios. Quando
os ions de metal se combinam com os grupos sulfidrila nas proteinas celulares,
ocorre desnaturacdo (TORTORA, 2002).

A prata é usada como antisséptico em uma solucao de nitrato de prata a 1%.
Antigamente muitos estados dos EUA requeriam que os olhos dos recém-nascidos
fossem tratados com algumas gotas de nitrato de prata, para prevenir uma infecgao
denominada oftalmia gonorreica neonatal (conjuntivite), que os lactentes poderiam
contrair ao passar através do canal vaginal durante o parto (TORTORA, 2002). Entre

os aldeidos, o glutaraldeido foi inicialmente proposto como agente antimicrobiano no
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inicio da década de 60 sendo amplamente utilizado na odontologia e medicina como
desinfetante de imersdo (WHO, 2005). O glutaraldeido tem potente acdo biocida,
sendo bactericida, virucida, fungicida e esporicida. Sua atividade € devida a
alquilacao de grupos sulfidrila, hidroxila, carboxila e amino dos micro-organismos. A
atividade esporicida se deve ao fato de o glutaraldeido reagir com a superficie do
esporo, provocando o endurecimento das camadas externas e a morte do esporo
(FDA, 2005). Devido a sua toxicidade, o glutaraldeido ndo € utilizado como
antisséptico. O glutaraldeido tem atividade esporicida mais acentuada que o
formaldeido. O uso do formaldeido como desinfetante vem sendo restringido em
funcao da alta toxicidade (MURRAY, 2007).

IARC (International Agency for Research on Cancer), 6érgdo da WHO (World
Health Organization ou OMS - Organizacdo Mundial de Saude) publicou
recentemente uma nota sobre o Formol, com resultados de um amplo estudo
realizado por 26 cientistas de 10 paises, onde concluiu que o formol é cancerigeno a
humanos, através da deteccdo significativa de casos de cancer nasofaringeo. O
grupo também encontrou casos significativos de cancer nas fossas nasais e
paranasais. Este estudo conduzido pelo IARC alerta aos segmentos/profissionais
que fazem uso do formaldeido, a necessidade de cuidados especiais quanto a
saude ocupacional dos funcionarios que o manuseiam, uma vez que 0sS casos de
cancer detectados séo do trato respiratorio (WHO, 2005).

Os alcoois (etilico, etanol, isopropanol) possuem excelente atividade contra
todos os grupos de micro-organismos, exceto 0S esporos, e possuem baixa
toxicidade, embora tenham tendéncia a ressecar a superficie da pele, devido a
remocao dos lipidios. Além disso, ndo possuem atividade residual e sdo inativados
por matéria organica. Por conseguinte, € necessario limpar a superficie da pele
antes da aplicagdo do alcool (MURRAY, 2007). Os alcoois, em especial o etanol, sdo
muito empregados como antissépticos. Os alcoois etilico e isopropilico apresentam
atividade antimicrobiana sobre bactérias em sua forma vegetativa, como 0S cocos
Gram-positivos, as enterobactérias e bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras
da glicose, como as Pseudomonas. Atuam também sobre as micobactérias,
incluindo o Mycobacterium tuberculosis, sobre alguns fungos e virus lipofilicos. Nao
possuem atividade sobre esporos bacterianos e virus hidrofilicos (TEIXEIRA, 2010).
O mecanismo de acdo dos alcoois ainda nao foi totalmente elucidado, sendo a

desnaturacdo das proteinas do micro-organismo o mais provavel. Na auséncia de
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agua, as proteinas ndo sao desnaturadas tao rapidamente quanto na sua presenca,
razdo pela qual o etanol absoluto, um agente desidratante, € menos ativo do que
suas solucdes aquosas. (TEIXEIRA, 2010).

Nos estabelecimentos de saude, os produtos a base de alcool etilico séao
indicados para desinfec¢gdo e descontaminacdo de artigos como ampolas e vidros,
termbmetros oral e retal, estetoscopios, cabos de otoscépios e laringoscopios,
superficies externas de equipamentos metalicos, macas, colchdes e mesas de
exames (TEIXEIRA, 2010) e os antissépticos a base deste principio ativo sao
empregados para antissepsia das maos. A concentracdo ideal de uso dos &lcoois
esta entre 60 e 90% em volume, sendo a concentracdo recomendada em torno de
77% (Volume/Volume), o que corresponde a 70% em peso (NIEDERMAN, 1998).

O alcool esta entre os antissépticos mais seguros, ndo s6 por possuir baixa
toxicidade, mas também pelo seu efeito microbicida répido e de féacil aplicagéo.
Desta forma, prové rapida antissepsia em procedimentos como punc¢des venosas e é
excepcional para higienizacdo das maos. Quando comparada a lavagem simples
com agua e sabéo, a aplicacdo de solucdes alcodlicas para higienizacdo das maos
oferece vantagens como: rapidez de aplicacdo, maior efeito microbicida e, por ser
menos irritante para a pele, quando associado a emolientes, maior aceitabilidade
pelos profissionais (NIEDERMAN, 1998).

Aplicacdes de alcool durante quinze segundos séo eficazes na prevencao de
transmissdo de bactérias Gram-negativas encontradas nas maos dos profissionais
de saude e o seu modo de aplicacdo simples reduz o tempo de higienizacdo das
maos em até quatro vezes. Mesmo sem possuir acdo contra formas esporuladas,
em concentracdes apropriadas, o alcool € um antisséptico de baixo -custo,
extremamente rapido e eficaz na reducdo do numero de micro-organismos
encontrados na pele (PIETSCH, 2001).

Osler apresentou, em 1995, estudo comparativo da efichcia dos diversos
produtos comumente utilizados na pratica do procedimento de degermacdo das
maos: sabao liquido, PVP-I degermante, clorexidina degermante, solugédo aquosa de
PVP-I, &lcool a 70% e clorexidina associada a &lcool a 79%. Neste estudo, o alcool a
70% apresentou mais eficacia como bactericida, possui pouco ou nenhum efeito
residual, se comparado a outros antissépticos. Quando associado a algum

emoliente, o alcool tem sua atividade bactericida prolongada, por meio do



27

retardamento da sua evaporagdo, com diminuicdo também do ressecamento e da
irritacéo provocadas na pele pelo uso repetido (OSLER, 1995).

A adicao de iodo na proporc¢ao de 0,5 a 1,0% (p/v) a solu¢cdes a 70% em peso
incrementa a atividade e acrescenta acéo residual a estas solu¢gdes. O iodo penetra
rapidamente através da parede celular dos micro-organismos. O efeito letal é
atribuido a ruptura das estruturas protéicas e dos acidos nucleicos e a interferéncia
nos processos de sintese de proteinas (TEIXEIRA, 2010).

Atualmente, a Portaria n°® 1.323 de 2011 (BRASIL, 2011) torna publica a
proposta de resolucdo "Diretrizes para Disponibilizacdo de Preparacdo Alcodlica
para Friccdo Antisséptica das Maos pelos Servigds de Saude”. Essa portaria tem o
objetivo de implementar e promover a higienizacdo das maos nos servi¢os de saude
por meio de preparacdes alcodlicas, previstas na Alianca Mundial para a seguranca
do paciente, com o intuito de prevenir e controlar as infec¢des relacionadas a
assisténcia a saude, visando a seguranca do paciente e dos profissionais de saude.
Assim sendo, € de fundamental importancia o controle da qualidade de produtos
antissépticos, de forma a garantir a efichcia dos mesmos na prevencado das IRAs
(BRASIL, 2011).

As formulacfes antissépticas comercializadas normalmente contém 1% (p/v)
de iodo disponivel em base alcodlica ou aquosa. Produtos para escovacao cirargica
das méaos contém geralmente 0.75% (p/v). Solucdes diluidas possuem atividade
mais rapida do que a das concentradas. A razdo para tal ainda nao esta totalmente
esclarecida, mas foi sugerido que a diluicdo do PVP-I resulta no enfraquecimento da
ligagdo do iodo com o polimero carreador, aumentando a concentracdo de iodo na
solucdo. Assim, o ioddéforo deve ser adequadamente diluido para alcancar a
atividade antimicrobiana (TEIXEIRA, 2010).

Os iodoforos constituem uma combinagdo entre o iodo e um agente
solubilizante ou carreador. O complexo resultante fornece um reservatério de iodo
que é liberado em pequenas quantidades na solu¢cdo aquosa. O composto mais
conhecido € o polivinilpirrolidona-iodo (PVP-1). Os iodéforos sdo ativos para
bactérias na forma vegetativa, incluindo micobactérias, fungos, virus lipofilicos e
hidrofilicos e para esporos bacterianos (FDA, 2007).

Os iodoforos ou preparacbes de iodo sdo frequentemente utilizados com
alcoois para a desinfeccdo da superficie da pele. Os iodéforos também séo

excelentes agentes antissépticos cutdneos, com faixa de atividade semelhante a do
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alcool, possuem atividade residual limitada e sdo inativados pela matéria orgéanica
(MURRAY, 2007). O

Os halogénios e as substancias liberadoras de halogénios constituem alguns
dos mais eficazes agentes microbianos utilizados para a desinfeccdo e antissepsia.
Seu principal modo de agéo parece depender da reacao covalente do halogénio com
sistemas enzimaticos-chave.

O cloro e o iodo sdo os compostos liberadores de halogénio mais utilizados e
estudados para as mais diferentes aplicacées. (DYCHDALA, 2001 e GOTTARDI,
2001).

O hipoclorito de sédio ou calcio liberam facilmente o cloro ativo e, desta forma,
possui uma acao muito rapida e eficaz. A mesma rapidez na reacéo, que Ihe confere
excelente eficacia antimicrobiana, também é responsavel pela sua degradacédo e
liberacdo no ar. Desta forma, o efeito residual do cloro gerado pelo hipoclorito é muito
baixo, sendo estimado que em horas (2 a 4 horas) jA& ndo se tenha um nivel
bactericida significativo (WHO, 2005).

Ja os cloros organicos, como o dicloroisocianurato e o tricloroisocianurato, sao
liberadores de cloro mais lentos e, desta forma, mantém-se em solucdo por mais
tempo, garantindo uma eficacia por periodo mais prolongado (WHO, 2005).

O dicloroisocianurato a concentracdes elevadas é um esporicida, que depende
do pH e do cloro disponivel. Da mesma maneira que 0s compostos clorados, os iodos
também apresentam rapida eficacia bactericida, fungicida, virucida e esporicida em
baixas concentragfes. Devido a toxicidade os compostos liberados de cloro ndo séo
utilizados atualmente para antissépticos (TEIXEIRA, 2010).

O fenol (acido carbdlico), uma substancia usada primeiramente por Lister em
sua sala de cirurgia, é raramente usado nos dias atuais como antisséptico ou
desinfetante, pois irrita a pele e tem um odor desagradavel. Frequentemente, é
utilizado em pastilhas para a garganta devido ao seu efeito anestésico local, mas
possui pouco efeito bactericida nas baixas concentra¢cdes usadas. Contudo, em
concentracdo acima de 1%, o fenol tem um efeito antibacteriano significativo. Os
derivados do fenol compostos fendlicos, contém uma molécula de fenol que foi
quimicamente alterada para reduzir suas qualidades irritantes ou aumentar sua
atividade antibacteriana em combinacdo com um sabdo ou detergente. Os
compostos fendlicos exercem atividade antimicrobiana lesando as membranas

plasmaticas, inativando as enzimas e desnaturando as proteinas (TORTORA, 2002).
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Um dos compostos fenélicos mais utilizados é o triclosan, um fenoxifenol. O triclosan
€ ativo contra as bactérias, mas ndo contra outros micro-organismos. Trata-se de um
agente antisséptico comum encontrado em sabdes desodorantes (MURRAY,2007).

Os agentes de superficie mais amplamente usados sdo o0s detergentes
ibnicos, especificamente o0s compostos de quaternario amodnio (quats). Sua
capacidade de limpeza esta relacionada a parte positivamente carregada de cétion
da molécula. Os compostos de amonio quaternario sdo fortemente bactericidas
contra as bactérias Gram-positivas e um pouco menos ativos contra as bactérias
Gram-negativas (TORTORA, 2002).

Os quats também sao fungicidas, amebicidas e viricidas contra virus
envelopados. Eles ndo matam os endosporos ou os bacilos da tuberculose. Seu
modo de acdo quimica € desconhecido, mas eles alteram a permeabilidade celular e
causam a perda de constituintes citoplasmaticos essenciais, como 0 potassio
(TORTORA, 2002).

1.2. Lavagem e Assepsia das maos

Como ja mencionado a higienizacdo das maos é uma medida basica para
reduzir as infeccbes. Embora a acdo seja simples, a ndo-observancia entre os
prestadores de assisténcia a saude é um problema em todo o mundo. Seguindo
recentes entendimentos da epidemiologia sobre a observancia da higienizagédo das
maos, novas abordagens tém demonstrado sua eficacia. O Desafio Global para a
Seguranca do Paciente 2005-2006: “Uma Assisténcia Limpa é Uma Assisténcia
Mais Segura” esta concentrando parte de sua atencdo na melhoria dos padrdes e
das praticas de higienizacdo das méaos na assisténcia a saude, ajudando a implantar
intervencdes bem sucedidas (WHO, 2005).

Ainda hoje, esta etapa de lavagem das maos é negligenciada pelos
profissionais de saude. Precedendo a colocacdo das luvas, uma lavagem com
sabbes degermantes realizada corretamente € primordial na diminuicdo do risco de
infeccbes. Podem ser usados sabdes detergentes comuns, mas o ideal é utilizarmos
sabdes degermantes de clorexidina 2% a 4% (WHO, 2005).
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Também na area da medicina veterinaria, vale ressaltar a importancia do
procedimento asséptico nas rotinas didrias, mostrando aos profissionais desta area
da saude a necessidade de se ter extremo cuidado com a utilizacdo das técnicas
asseépticas, de modo, a prevenir contaminacao pela microbiota da pele (PASTEL et.
al., 2009).

Quanto ao aspecto de susceptibilidade aos antissépticos, apesar de ainda
nao ter sido evidenciada a ligacdo entre o uso de antissépticos topicos com a
emergéncia de resisténcia a antissépticos e antibioticos, o FDA recomendou explorar
a possibilidade e a relevancia de monitorar o uso de antissépticos, uma vez que a
histéria tem demonstrado que organismos vivos tendem a se adaptar para
sobreviver (JONES, 2004).

De acordo com as recomendacfes do CDC, na escolha do antisséptico ideal
para degermacdo € importante, entre outros aspectos, avaliar a eficacia e a
seguranca do produto, com a aplicagdo de testes na instituicdo, quando devem ser
seguidas as instrucdes do fabricante, para observar aspectos como odor, facilidade
de uso e praticidade da embalagem (CDC, 2002).

O sucesso dos procedimentos de desinfeccdo e antissepsia depende de
alguns fatores como: escolha apropriada do produto, de acordo com o objetivo do
procedimento; preparo correto das solu¢des de uso; aplicagédo correta do produto;
observacdo do tempo de contato; manipulacdo adequada apos a desinfeccao; e
utilizacao de produtos eficazes, com a qualidade comprovada (TEIXEIRA, 2010).

O controle da qualidade dos desinfetantes e antissépticos envolve analises
guimicas, toxicolégicas e microbiolégicas do réotulo. A analise microbiolégica tem
como objetivo comprovar a eficacia do produto para a finalidade a que se destina.
Para avaliar a eficacia de desinfetantes, metodologias especificas foram
estabelecidas (exemplos: Association of Official Analytical Chemists - AOAC,
European Standards - EN) e todas elas recomendam o uso de micro-organismos de
referéncia. No caso dos antissépticos, apesar da inexisténcia de metodologia oficial
para produtos pronto-uso, também sé&o utilizadas cepas de referéncia nos ensaios
(ROESSLER, 1983).
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1.3. Métodos para a determinacdo da atividade antim icrobiana de produtos

antissépticos

Existem descritos na literatura varios meétodos in vitro para avaliacdo da
eficacia de produtos destinados a antissepsia. Atualmente, o FDA ndo especifica
uma metodologia para determinar a eficacia dos antissépticos, porém apresenta um
protocolo analitico como recomendacdo. Ao contrario dos desinfetantes que
apresentam padrfes e critérios especificos e bem definidos, nos antissépticos nédo
sao realizadas as considera¢cfes para se testarem, in vitro, as diversas preparacoes
dermatolégicas antimicrobianas existentes. A categorizacdo de medicamentos
segundo o FDA como Over-the-Counter - OTC (medicamentos disponiveis para
comercializagdo sem receita médica) é contraditoria. Esta classifica cada classe de

medicamentos em trés categorias:

- Categoria | de OTC: o ingrediente é reconhecido geralmente como seguro e eficaz.
- Categoria Il de OTC: nédo se reconhece geralmente como seguro e eficaz para o
uso proposto.

- Categoria Ill de OTC: ndo ha informacao suficiente para se ter uma deciséo final.

Inicialmente, supunha-se que a maioria dos medicamentos que hao
precisavam de prescricdo e que ja estavam no mercado seria colocada na categoria
| dos OTCs. No entanto, todos os antissépticos de uso oral hospitalares foram
colocados na categoria Ill (FDA,2005).

Existem varios métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana de
produtos antissépticos, dentre eles o protocolo do FDA, que inclui ensaios frente a:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida
albicans. Na Europa, o Comité Europeu de Normalizacdo estabeleceu diversos
meétodos, sendo que a EN 1040 (EUROPEAN STANDARD, 2005) é preliminar e as
demais sdo especificas para lavagem higiénica e escovacdo cirirgica das maos,
desde preliminares até praticos (EN 14885), aplicAveis em sua maioria a produtos
para serem utilizados diluidos ( NORMA EN 14885, 2007)

A atividade in vitro de um agente antimicrobiano frente a um determinado

micro-organismo pode ser medida quantitativamente por métodos de diluicio em
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meio de cultura liquido ou sdlido. O resultado final é influenciado de maneira
significativa pela metodologia, que deve ser cuidadosamente controlada para se
obterem resultados reprodutiveis (intra e interlaboratorio).

Antissépticos sé@o invasivos ao tecido cutaneo, visto que a assepsia é o
conjunto das medidas que permitem manter um ser vivo ou um meio inerte, isento de
bactérias, e a antissepsia refere-se a desinfec¢do de tecidos vivos com antissépticos
(TORTORA, 2002 e FUNKE, 2006).

Caso esse procedimento seja realizado de forma incorreta ou se ndo for
realizado, podera se estabelecer uma microbiota com potencial patogénico
originando um ciclo de infeccdo cruzada (DOSSA, 2003). E de valor ressaltar que,
obviamente, uma assepsia realizada adequadamente, seguindo as normas de
biosseguranca, garante a prevencdo de contaminagcdo pela microbiota da pele,
evitando, assim, que ocorram infecgoes cruzadas (CHAN et al., 1996). Essas
infeccbes causadas por micro-organismos, mesmo que nao patogénicos, sao
preocupantes, caso 0s pacientes estejam imunocomprometidos (DOSSA, 2003).

Assim sendo, como no Brasil sdo comercializados diferentes tipos de
antissépticos, é importante avaliar a qualidade dos produtos por meio de testes

laboratoriais.

1.3.1. TECNICA TIME KILL

Uma das técnicas disponiveis é conhecida como Time Kill (Tempo de Morte).
Nesta, uma diluicdo do produto-teste € colocada em contato com uma populagéao
conhecida de micro-organismos por um tempo de exposi¢cdo especifico a uma
determinada temperatura. A atividade do produto de ensaio é inibida em intervalos
na amostragem especificada com uma técnica de neutralizacao (diluicdo, agentes
quimicos ou outras) adequada e 0S micro-organismos sobreviventes contados.
Existem varias técnicas do tipo Time Kill.

O Guia Standard de Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana cita um ensaio
deste tipo. Trata-se do Procedimento de Estudo Teste ASTM E2315 Time Kill, no
qual é avaliada a evolucdo de uma populacdo de micro-organismos aerébios num

periodo de tempo especificado, quando testado frente a agentes antimicrobianos.
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Outros autores também descrevem técnicas do tipo Time Kill como Hobson e
Bolsen (1991) que se baseiam em recomendacdes do FDA. H4 varias questdes a
considerar quando se realiza um estudo utilizando-se esses ensaios. Estas séo
importantes para a realizacdo deste ensaio, a fim de garantir que determinadas
variaveis possam ser padronizadas: selecdo do organismo e crescimento,
preparacao do inéculo, tempos de amostragem, temperaturas. A principal finalidade
desse teste é avaliar a reducdo da populacdo microbiana de ensaio depois de ter
sido exposto a produtos de teste.

Além da caracterizacado da amplitude do espectro de micro-organismos contra
0s quais o antimicrobiano é eficaz, o teste do tempo de morte também deve ser um
dos critérios utilizados para caracterizar os produtos. O produto antisséptico é
testado sobre o tempo e o nUmero de micro-organismos sobreviventes determinados
pela contagem direta. A curva de morte gerada deve mostrar a redu¢ao microbiana
no intervalo de tempo do uso previsto do produto antimicrobiano. Em outras
palavras, 0 objetivo desta metodologia € determinar, para uma dada concentracao
de cada produto, o tempo da exposicao requerido para eliminar completamente o
crescimento de cada micro-organismo especificado no teste, sendo considerado
eficaz o antimicrobiano que exercer sua agdo em até trinta minutos.

Segundo Orth e Sutton, 0 método de difusdo em agar pode ser utilizado como
um parametro quantitativo da atividade antimicrobiana. O teste € feito ao longo do
tempo e o nimero de sobreviventes é determinado por enumeracgao direta. A curva
de morte gerada deve mostrar reducdo microbiana no periodo de tempo de
utilizacao do produto (ORTH, 1993).

Outros meétodos utilizados pela comunidade européia, sdo baseadas na
capacidade dos produtos para reduzir a populacdo microbiana. Por esses
protocolos, os produtos devem atender a eficacia padrdo: reducdo de 99,999% na
contagem de organismos no tempo estipulado pela técnica ou no tempo de contato
recomendado pelo fabricante (AFNOR,1998).
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2 - JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O Brasil, ao contrario do que ocorre para 0os saneantes, nao dispde de uma
legislacdo especifica para os antissépticos e ainda ndo é adotada uma metodologia
oficial. Desta forma, pouco se tem realizado em termos de monitoramento da
qualidade dos antissépticos no que diz respeito a sua atividade antimicrobiana.
Estudos iniciais, mostraram que o0s produtos analisados encontravam-se
satisfatorios. Entretanto, foi utilizada somente uma pequena amostragem
(FERREIRA, et al .1999).

Devido a importancia das infeccdes hospitalares e da necessidade de
medidas preventivas eficazes, a Portaria MS n°® 2616/98 estabelece as diretrizes e
normas para prevencao e controle das infec¢cdes hospitalares, incluindo, no seu
Anexo V, uma relacdo de principios ativos ndo recomendados para a finalidade de
antissepsia. No Brasil sdo comercializados diferentes tipos de antissépticos e séo
ainda escassos o0s dados que comprovam a sua eficacia frente aos micro-
organismos potencialmente patogénicos (BRASIL, 1998).

Considerando a missdo do INCQS, que é a de contribuir para a prevencao
torna-se imperativo passarmos a incluir a verificacdo da eficdcia na avaliagdo da
qualidade dos diversos antissépticos que estdo disponiveis para comercializacao.
Por se tratar de produtos que fazem parte de programas de prevencao de infeccao
nos estabelecimentos de saude, este estudo podera auxiliar as agdes de vigilancia
sanitaria e saude publica na elaboracdo de futuras legislagdes. Adicionalmente,
considerando que nos ensaios desenvolvidos nesse estudo foram empregadas
cepas de referéncia, consideramos que seria interessante também avaliar cepas de
origem clinica. Dessa forma, podemos comparar os resultados obtidos com as
diferentes linhagens no que diz respeito a susceptibilidade a esses biocidas.
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3 —OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de produtos antissépticos a base de
lodopolividona, digluconato de clorhexidrina, cloreto de benzalconico, triclosano,

frente a micro-organismos de referéncia e clinicos através do estudo in vitro.

3.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1- Determinar a efichcia dos produtos antissépticos, quanto a sua acdo

antimicrobiana in vitro por método Time Kill.

3.1.2- Determinar a susceptibilidade de cepas de origem clinica aos antissépticos em

estudo.

3.1.3- Fornecer dados que permitam sugerir a ado¢cdo de um método oficial de

avaliacao in vitro dos antissépticos.

3.1.4- Adicionalmente, avaliar o procedimento de recuperacdo de micro-organismos

sobreviventes utilizando semeadura em profundidade e filtracdo por membrana.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. AMOSTRAS DE ANTISSEPTICOS

Foram analisadas vinte e cinco amostras comerciais das preparagfes a base
de PVP-I sol. Degermante ( lodopolividona 1%), Digluconato de Clorhexidrina 0,2%,
1% e 4%, Nordexidina 0,5% e 1%, Cloreto de Benzalcbnico 1%, Triclosano 0,2%,
0,5% e 1%. A solucéo de etanol a 70% serviu como controle positivo e a solugéao de

etanol a 35% como controle negativo.

4.2. MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS

Foram utilizados os seguintes micro-organismos de referéncia cedidos pela
Colecédo de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS) do
INCQS/FIOCRZ: Pseudomonas aeruginosa INCQS 00025 (ATCC 15442),
Staphylococcus aureus INCQS 00039 (ATCC 6538), Escherichia coli INCQS 00032
(ATCC 11229), Candida albicans INCQS 40006 (ATCC 10231). Foram incluidas
também as cepas de origem clinica, cedidas pela CMRVS (TABELA 3)

Tabela 3. Cepas de origem clinica utilizadas no estudo

No° N° ORIGEM MICRO- ISOLAMENTO

CMRVS ORGANISMOS
P1 Il AC1 S. aureus Narina de professional de salde
P2 IV AG1 S. aureus Narina de professional de salde
P3 IV AG2 S. aureus Narina de professional de salde
P4 IV BG2 S. aureus (MARSA) Mao de professional de salde
P5 V BH2 P. aeruginasa Mao de professional de salde
P6 54710 P. aeruginasa Int. quadril esq
P7 54732 P. aeruginasa Fistula
P8 54733 P. aeruginasa Parte Mole Coxa
P9 54835 P. aeruginasa Urina
P10 17611 P. aeruginasa Hemocultura
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4.3. Preparacgdo de in6culos

A partir de culturas de 24 horas em caldo caseina soja, foram preparadas
suspensdes em solucdo de cloreto de sodio a 0,85% estéril, diluindo até se obter
turbidez equivalente a 0,5-McFarland ou 108UFC/mL.

Preparacao das solucdes de ensaio:

Os produtos antissépticos foram diluidos 1:10 e também foram testados sem

diluicéo.

4.4. METODO TIME KILL

Foi utilizada a técnica baseada na descricdo de Hobson e Bolsen 1991.

A 99 mL da solucédo teste 1:10 (ImL da amostra + 9 mL do diluente) e
também do produto sem diluicdo foi adicionado 1 ml da suspensédo teste (micro-
organismo a aproximadamente10® UFC/mL). Imediatamente em
cada tempo designado (0,3,6,9,12,15,20 e 30 minutos), foram retirados 3 mL da
mistura (solucao teste do antisséptico + suspensao do micro-organismo) inoculados
na por¢do de 1 mL em tubos contendo caldo Mueller Hinton, em triplicata. Aliquotas
de 1 mL foram retiradas dos tubos com caldo Mueller Hinton, sendo uma aligquota
semeada em Agar Mueller Hinton fundido e conservado a temperatura de
aproximadamente 50°C, semeado em profundidade e as outras duas aliquotas foram
submetidas a filtracdo por membrana em filtro de acetato de celulose com
porosidade de 0,45u (Figura 3). A seguir as membranas foram colocadas sobre a
superficie de Agar Mueller Hinton em placa.

Foi realizado o mesmo procedimento para todos tempos de contato. Os tubos e
placas foram incubados a temperatura de 35 * 2°C por 24/48 horas. Apés o periodo

de incubacdo, foi verificado o crescimento microbiano.



Figura 2. Esquema de processamento de um produto antisséptico-através do

método Time Kill.
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Foi adicionado 1 mL dos micro-organismos teste da suspensao 0,5-McFarland
(aproximadamente 108UFC/mL) diluido até 10® e foi adicionados em cinco tubos

contendo a solucéo teste e caldo Mueller Hinton modificado (com 1mL de

polisorbato 80 e 1 mL de lecitina de soja); imediatamente foi plaqueado metade do

volume dos tubos no tempo zero (TO) em duplicata e metade apds 30 minutos (Tso)

em duplicata. Em seguida foram incubados, e registrados os numeros de UFC/mL.

Figura 4. Esquema do controle

Meio especifico

5. Critérios de aceitacao:

Meio + Solucéo teste

Os produtos foram considerados antissépticos satisfatérios quando nao

ocorreu crescimento microbiano nos tempos de 3,6,9,12,15,20 e 30 minutos e 0s

controles mostraram crescimento tanto na presencga quanto na auséncia da amostra.
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6. RESULTADOS:

Foram analisadas 35 amostras a base de: alcool etilico 70% (A70%1, A70%?2,
A70%3, A70%4, A70%b5); alcool etilico 35% (B35%1, B35%2, B35%3, B35%4,
B35%5; PVP-lI solugdo degermante 1% (C1%1, C1%2, C1%3, C1%4, C1%5);
digluconato de clorhexidrina (D 0,2%1, D 0,2%2, D 1%3, D 1%4, D 4%b5);
nordexidina (E0,5%1, EO0,5%2, E1%3, E1%4, E1%b5); cloreto de benzalconico
(F1%1,F1%2,F1%3,F1%4,F1%5) e triclosano (G 0,2%1, G0,5% 2, G1% 3, G1%4,
G1%?5).

A Tabela 4 apresenta os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana
dos antissépticos estudados, para as cepas de referéncia e as cepas clinicas.

Observa-se que as amostras a base de etanol a 35% foram insatisfatorioas
para todas as cepas e as de digluconato de clorexidina foram insatisfatorias para as
cepas de micro-organismos de referéncia, porém, apresentaram-se satisfatorias
frente as cepas de origem clinica. Assim, das 25 amostras de produtos comerciais

estudadas, 20% foram insatisfatorias (Figura 5).
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana de produtos antissépticos frente a cepas de referéncia e
cepas clinicas por técnica de Time Kill .

Amostras S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans Cepas Cepas CONTROLES
deantis- ATCC 6538 ATCC 15442 ATCC 1122 ATCC 10231 Clinicas Clinicas
sépticos INCQS00039 INCQS00025 INCQS900032 INCQS40006 S. aureus P. aeruginosa
Direto/Diluido Direto/Diluido Direto/Diluido Direto/Diluido Direto/Diluido Direto/Diluido Direto/Diluido
A 70%1 S / S / S/ S/ S/ S/ + /
A 70%2 S/ S/ S/ S/ S/ S/ + /
A 70%3 S/ S/ S/ S/ S/ S/ + /
A 70%4 S/ S/ S/ S/ S/ S/ + /
A 70%5 S / S/ S/ S/ S/ S/ + /
B 35%1 |/ |/ |/ |/ |/ I/ + /
B 35%2 I/ I/ |/ |/ I/ |/ + /
B 35%3 I/ I/ |/ |/ I/ |/ + /
B 35%4 I/ I/ 1/ |/ I/ |/ + /
B 35%5 |/ |/ |/ |/ |/ I/ + /
Cl%1l S S S S S S S S S S S S + +
Cl% 2 S S S S S S S S S S S S + +
C 1%3 S S S S S S S S S S S S + +
Cl% 4 S S S S S S S S S S S S + +
C 1%5 S S S S S S S S S S S S + +
D 0,2%1 I I 11 (| S S S S + +
D 0,2%2 [ |1 (L (L S S S S + +
D 1%3 |1 |1 (L (L S S S S + +
D 1%4 I 1 I 1 11 (I S S S S + +
D 4%5 I 1 I 1 11 (I S S S S + +
E0,5% 1 S S S S S S S S S S S S + +
E 0,5%2 S S S S S S S S S S S S + +
E 1%3 S S S S S S S S S S S S + +
El1%4 S S S S S S S S S S S S + +
E1%5 S S S S S S S S S S S S + +
F 1%1 S S S S S S S S S S S S + +
F 1%2 S S S S S S S S S S S S + +
F 1%3 S S S S S S S S S S S S + +
F 1%4 S S S S S S S S S S S S + +
F1%5 S S S S S S S S S S S S + +
G 0,2%1 S S S S S S S S S S S S + +
G 0,5% 2 S S S S S S S S S S S S + +
G 1% 3 S S S S S S S S S S S S + +
G 1%4 S S S S S S S S S S S S + +
G 1%5 S S S S S S S S S S S S + +
S- SATISFATORIO |- INSATISFATORIO + PRESENCA DE CRESCI MENTO / NAO REALIZADO
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FIGURA.5. Porcentagem total das 25 amostras comerciais analisadas que apresentaram
auséncia de crescimento e presencga de crescimento microbiano.

Amostras antissépticos analisadas

20%

B Auséncia de crecimento

M Presenca de crescimento

Os resultados obtidos mostraram que o0s produtos possuem atividade
antimicrobiana frente aos patdgenos testados, com excecao das amostras a base de
digluconato de clorexidina, que em todas as fases do teste apresentou crescimento
microbiano, quando avaliadas frente as cepas de referéncia.

Os produtos a base de clorexidina e a solucao de etanol a 35%, como foram
insatisfatorias, proporcionaram uma avaliacdo da técnica de recuperacdo dos micro-
organismos sobreviventes através de semeadura em profundidade e por filtracdo em
membrana. As Figuras: 6, 7 e 8 representam os resultados dos ensaios realizados
com as cepas de P. aeruginosa.
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Podemos observar que o método de semeadura em profundidade permitiu a
recuperagdo de um numero maior de micro-organismos.

FIGURA.6. Comparacéao entre as amostras nao diluidas de Dicluconato de Clorhexidina (B)
e alcool etilico a 35% (A), por semeadura em profundidade e filtragdo por membrana, que

apresentaram presenca de P. aeruginosa.

Comparacao entre as amostras nao diluidas de
digluconato de clorhexidina (B) e alcool etilico a 35%
(A), por semeadura em profundidade e filtragdo por membrana,
(ue apresentaram presenca de P. aeruginosa.
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FIGURA.7. Comparacéao entre as amostras diluidas de Dicluconato de Clorhexidina (B) e
alcool a 35% (A), semeadura em profundidade e filtracdo por membrana, que apresentaram
presenca de P. aeruginosa.

Comparagao entre as amostras diluidas de
Dicluconato de Clorhexidina (B) e alcool a 35% (A),
semeadura em profundidade e filtragao por
membrana, que apresentaram presenca de P.

aeruginosa
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FIGURA.8. Comparacéao entre as amostras nao diluidas e diluidas de Dicluconato de
Clorhexidina (B) e &lcool a 35% (A), filtragdo por membrana, que apresentaram presenca de

P. aeruginosa.

Comparacao entre as amostras ndo diluidas e
diluidas de Dicluconato de Clorhexidina (B) e alcool a
35% (A), filtrag@o por membrana, que apresentaram

presenca de P. aeruginosa.
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7. DISCUSSAO

A lei 8080/90 (BRASIL, 1990) inclui no campo de atribuicbes do SUS, a
execucao de acdes de Vigilancia Sanitaria, envolvendo o controle e a fiscalizacao de
servicos, produtos e substancias de interesse para a saude. Entre os produtos de
relevancia, estdo aqueles utilizados em procedimento de antissepsia.

A antissepsia da pele e de mucosas pode ser obtida pela aplicacdo de
agentes biocidas, classificados como antissépticos e que tem extrema importancia
na higienizagdo das maos antes de procedimentos, como cirurgias, aplicacdo de
injegOes, puncgdes, cateterismos e outros procedimentos invasivos, nos quais o
rompimento das barreiras de defesa do individuo pode facilitar a introducdo de
patdgenos no paciente com graves consequéncias.

Devido a importancia das IRAS e da necessidade de medidas preventivas
eficazes, a Portaria 2616/1998 (BRASIL, 1998) estabelece as diretrizes e normas
para prevencdo e controle das infeccdes hospitalares, incluindo, no seu Anexo V,
uma relacdo de principios ativos ndo recomendados para a finalidade de
antissepsia, mas nao ha mencédo aos recomendados para uso em seres humanos.
Em tal legislagdo também é possivel constatar o fato da inexisténcia de uma
regulamentacdo especifica com uma metodologia para o controle da eficacia de
antissépticos em geral.

Conforme ja mencionado, diversos principios ativos sao utilizados na
composicao dos antissépticos.

O iodo, descoberto em 1812, foi considerado um dos antissépticos mais
eficazes, sendo utilizado na prevencao de infeccdo e no tratamento de feridas. Em
1839, publicou-se o primeiro relato do seu uso especifico em feridas (GOTTARDI,
2001). No entanto, sua desvantagem por causar toxicidade as células levou a novas
formulagbes, como os ioddéforos (CERQUEIRA, 1997) que se mostraram eficientes
na agao da atividade antimicrobiana utilizando o teste time Kill.

A clorexidina foi aprovada para o uso em escovas cirargicas em meados dos
anos 1970, e como colutério a 0,12%, no final da década de 1980. Para lavagem
cirurgica, as solugdes de clorexidina a 4% séo de acao rapida, como os iodoforos, e
possuem a substantividade do hexaclorefeno. No entanto, hoje ja se encontram

produtos mais eficientes. Na Europa, sdo utilizadas solucdes de clorexidina a 0,2%



47

como colutorios orais desde a década de 1980. A eficacia da clorexidina nos
colutérios resulta principalmente da sua substantividade inferior a outros principios
ativos, nao sendo tao eficazes clinicamente quanto a solucédo mais forte a 4%, porém
com uma reducao significativa na incidéncia de efeitos colaterais (FDA, 2007). N&o
h& relatos da eficicia deste produto como solucdo tépica até o momento. Murray
(2007) confirma que, apesar da clorexidina possuir ampla atividade antimicrobiana, a
inativacdo dos micro-organismos ocorre muito mais lentamente quando comparada
com o alcool, ndo sendo considerada eficiente para inativar micro-organismos Gram-
negativos, mas apresentando uma maior eficacia contra bactérias Gram-positivas.
Por apresentar baixa toxicidade e néo possuir atividade residual, tem sido muito
empregada para lavagens das maos e como colutorio oral.

Os alcoois, em particular o etanol e isopropanol, foram utilizados durante
muitos anos como agentes antimicrobianos e como transportadores para outros
antimicrobianos insollveis em agua, como o iodo e o fenol. O alcool também esta
entre 0s antissépticos mais seguros, ndo s6 por possuir baixa toxicidade, mas
também pelo seu efeito microbicida rapido e por ser de facil aplicacdo. Desta forma,
prové rapida antissepsia em procedimentos como puncdes venosas e é excepcional
para higienizacdo das maos (SANTOS, 2002).

As concentragfes atualmente utilizadas na pratica dos servigos de assisténcia
a saude sao substancialmente maiores que a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
para 0s micro-organismos normalmente encontrados. Assim sendo, a contaminacao
de solucdes antissépticas ndo esta sendo, até o0 momento, associada a reducéo de
susceptibilidade dos micro-organismos. Portanto, qualquer que seja a molécula
utilizada, os valores de seu CIM devem ser conhecidos para permitir que a dosagem
correta seja inferida para as necessidades de seu uso, e para que seja diluida ou
inativada adequadamente antes de seu descarte. Pelo mesmo motivo, ndo é
interessante que excesso de biocida seja utilizado, porém a dosagem nao deve estar
abaixo do CIM (PADOVANI. 2008).

Para que haja o emprego correto dos antissépticos, do ponto de vista de
custo e qualidade, é necessario que os produtos adquiridos tenham registro na
Anvisa, venham acompanhados certificado de analise do fabricante e que na
utilizacdo o estabelecimento disponha de um responsavel farmacéutico para a sua
avaliacdo, aquisicdo e manipulacdo. Ainda, o envolvimento de toda a sociedade, na

promoc¢do da educacdo e conscientizacdo da comunidade leiga e especializada é
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fundamental para a prevencdo de acidentes causados pelo uso inadequado dos
antissépticos como o alcool no ambiente domiciliar (SANTOS, 2002).

Ainda é possivel afirmar que hoje, como no tempo de Semmelweis, as maos
sao o principal veiculo de transmissao de micro-organismos no ambiente hospitalar
(ANVISA, 2000). A higienizacdo das méaos €, isoladamente, a acdo mais importante
para a prevencgao e controle das infec¢des hospitalares (BRASIL, 1998).

Como ja referido por Richards (1965), atualmente a literatura existente sobre
agentes quimicos antimicrobianos utilizados em antissepsia ainda se apresenta
confusa e contraditoria, principalmente pela falta de padronizacdo dos métodos de
ensaio e consequentemente pela diversidade de condicbes experimentais
(RICHARDS, 1965; MURRAY, 2007; FDA, 2007).

Considerando a missédo do INCQS, que é a de contribuir para a promocao e
recuperacdo da saude e prevencdo de doencas, atuando como referéncia nacional
para as questdes cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de
produtos, ambientes e servi¢os vinculados a vigilancia sanitaria é importante, como
ja ressaltado, o estabelecimento de métodos que possam avaliar a qualidade dos
produtos de interesse para a saude, incluindo os antissépticos.

O presente estudo trata da avaliagdo da atividade antimicrobiana em produtos
antissépticos, utilizando o método tipo Time Kill descrito por Hobson e Bolsen em
1991.

A neutralizacdo é uma etapa fundamental, que valida o teste, considerando
que na execucdo das técnicas, quantidades de substancias de produtos biocidas
como 0s antissépticos, por exemplo, podem ser carreadas para o meio de cultura,
ocasionando resultado falso positivo, em funcdo da atividade inibitéria de certos
produtos. Este processo, € frequentemente, realizado por diluicdo ou associacao a
agentes neutralizantes ou inativantes. Tais agentes geralmente contém fosfolipideos
como lecitina de soja e tensoativos nao idnicos, como o polissorbato (Tween 80)
(ROMAO, 1985).

Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que, das 25 amostras
comerciais avaliadas, apenas aquelas a base de clorexidina apresentaram
insatisfatoriedade para o teste, ou seja, ndo foram capazes de destruir 0s micro-
organismos de referéncia em nenhuma das concentracbes e em nenhum dos

tempos de contato determinados pelo procedimento.
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O objetivo principal do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro das
preparacdes antissépticas a base de alcool etilico 70%, iodo, PVP-I solucéo
degermante, digluconato de clorhexidina, nordexidina, cloreto de benzalcbnico e
triclosano. As amostras foram avaliadas frente aos micro-organismos de referéncia
Pseudomonas aeruginosa INCQS 00025 (ATCC 15442), Staphylococcus aureus
INCQS 00039 (ATCC 6538), Escherichia coli INCQS 00032 (ATCC 11229), Candida
albicans INCQS 40006 (ATCC 10231), e frente as cepas de origem clinica, com o0s
produtos sem diluicéo e diluidos nos intervalos de tempo de 0 a 30 minutos.

Adicionalmente, foi avaliado o procedimento de recuperacdo dos micro-
organismos sobreviventes, no caso das amostras insatisfatérias. Assim, foram
utilizadas as técnicas de semeadura em profundidade e filtracdo por membrana.
Com base nos dados obtidos, observamos que a técnica por filtragdo por membrana
mostrou-se menos sensivel, uma vez que o numero de coldnias foi menor do que o
obtido pela semeadura em profundidade, esta bem mais sensivel, possibilitando a
deteccdo de um numero superior de colbnias.

O estudo mostrou que os antissépticos a base de digluconato de clorexidina
nao foram capazes de inibir o crescimento da P. aeruginosa ATCC 15442, INCQS
00025 e também dos outros micro-organismos (com excecao daqueles de origem
clinica, que nao apresentaram contagem). Esse dado é preocupante por se tratar de
produto utilizado em ambiente hospitalar e pelo fato de a P. aeruginosa ser um dos
patdgenos mais frequentes em processos infecciosos de ambiente hospitalar
(PIRES, 2009). Os demais produtos antissépticos apresentaram atividade
antimicrobiana nos tempos de contato empregados frente as cepas de referéncia e
as cepas clinicas.

Os estudos com digluconato de clorexidina mostram que esse antisséptico foi
muito utilizado na escovagéo cirurgica nos anos 1970 e como colutdrio na década de
1980, mas as pesquisas ndo abordam estudos da atividade antimicrobiana deste
produto utilizando o teste Time Kill analisado no presente estudo. Alguns trabalhos
descrevem a contaminacdo destas solu¢des, como fonte comprovada de surtos
hospitalares. Ao contrario do que foi observado com o digluconato de clorexidina, os
outros antissépticos testados foram capazes de inibir o crescimento de todos os
micro-organismos com excec¢ao do alcool 35% utilizado como controle negativo.

Ressalta-se a atividade dos produtos antissépticos, inclusive em sua menor

concentracdo 0,1%, como foi também observado por Reis e colaboradores (2011),
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gue analisaram antissépticos a base de alcool etilico a 70% e PVPI e obtiveram
resultados semelhantes aos das amostras analisadas no presente estudo, utilizando
as cepas de referéncia (REIS et al, 2011).

Koburger e colaboradores (2010), encontraram resultados diferentes dos
mostrados no presente trabalho, em relacdo a clorexidina. Os mesmos realizaram
um estudo comparando de forma padronizada a atividade de antissépticos a base de
triclosan, PVP-I, cloridrato de octanidina, polihexadina e digluconato de clorexidina
determinando as concentracbes minimas inibitérias e bactericidas e a eficacia
através das normas europeias EN 1040 e EN 1275. Dentre os resultados obtidos,
concluiram que para chlorexidina a concentracdo eficaz considerando os micro-
organismos teste S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans no tempo de contato de 5
minutos foi de 1000 mg/L, e no tempo 10 minutos foi de 500 mg/mL, enquanto para
o PVP-l nestes mesmos tempos de contato foi de 250 mg/L. concluiram ainda que o
produto menos eficaz foi aquele a base de triclosan. Vale ressaltar que os autores
consideraram efeitos de reducdo da carga microbiana e nao auséncia de
crescimento como na presente pesquisa (KOBURGER et al, 2010).

Atayese et al. (2010), estudando a atividade de antissépticos através de um
tipo de Time Kill testado frente a cepa de Candida albicans, mostraram que tais
produtos foram menos efetivos frente a este micro-organismo (ATAYESE et al.
2010).

Entre todas as amostras de antissépticos testadas no presente estudo,
apenas aquelas a base de clorexidina foi insatisfatoria quanto a inativagdo de micro-
organismos considerados patolégicos. Apesar de se tratar de um namero baixo de
amostras insatisfatorias, essa falha poderia ter graves consequéncias em um
hospital, onde a assepsia é fator primordial para garantir a seguranca de seus
procedimentos de rotina. Entretanto, foi observado que as cepas clinicas mostraram-
se susceptiveis aos produtos.

De um modo geral, um agente antimicrobiano deve apresentar as condicdes
ideais para que tenha um amplo espectro de acdo: ser estavel em solucéo; ser
compativel quimica e biologicamente com outros ingredientes da formulacdo; ser
bem tolerante para o tecido humano; n&o apresentar toxicidade em caso de um
emprego prolongado. Na realidade, de acordo com Foster (1965), nenhum dos

antissépticos usuais reune todas estas caracteristicas, fato que deve ser
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cuidadosamente avaliado juntamente com as caracteristicas antimicrobianas destes
produtos.

De acordo com Bean (1967), a maioria dos micro-organismos cresce e se
multiplica na fase aquosa dos produtos e, portanto, estes devem apresentar uma
concentracéo letal dos agentes antimicrobianos nesta fase.

Varios trabalhos chamam atencdo para os antissépticos utilizados nas lesfes
cutaneas que devem combater tanto a microbiota transitéria quanto a permanente,
gue podem ser constituidas por varias bactérias patogénicas, incluindo aquelas que
comumente causam infec¢cdes hospitalares, tais como: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus etc.

Muitos antissépticos se mostram mais eficazes em bactérias Gram-positivas
do que em Gram-negativas, embora esta diferenca ndo seja tdo clara como na
atividade dos antibioticos. Um grupo de bactérias Gram-negativas, do género
Pseudomonas, é de especial interesse (KONEMAN, 2001; LACZ, 1984; MURRAY et
al., 2007), devido a sua alta resisténcia aos antimicrobianos, as bactérias do Género
Pseudomonas, que também sdo comuns no ambiente e muito resistentes a diversos
produtos quimicos, podendo até mesmo crescer em alguns antissépticos (BALOWS,
1991), ou néo ser susceptivel, como foi o caso do digluconato de clorexidina, o que
foi comprovado neste trabalho.

Adde (1991) e Souza (2007) recomendam o uso da clorexidina contra a P.
aeruginosa em ginecologia e obstetricia a 0,5% ou como colutério oral. No entanto,
deve haver cautela na utilizagéo de tais preparacdes, pois, como revelou o presente
estudo, as cepas clinicas foram destruidas, mas as bactérias de referéncia ndo o
foram. Alguns estudos descrevem a contaminacao destas solugdes, inclusive como
fontes comprovadas de surtos hospitalares (MARRIE, COSTERTON, 1981; GOETZ,
1989; ANDERSON et. al., 1990; ARCHIBALD, 1997; BONALLEGUE, MZOUGHI,
WEILL, 2004). Esses surtos podem estar associados ao mau uso dos produtos
antissépticos hospitalares ou mesmo a omissao da utilizacdo destes produtos, além
da lavagem inadequada das maos ou da inexisténcia desse procedimento por parte
dos profissionais de saude, antes e apds a manipulagdo de pacientes debilitados e
imunocomprometidos.

Por outro lado, para a escolha de um antisséptico que atenda a todas as

necessidades, € preciso conhecer as caracteristicas de cada um para que se
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tenham subsidios suficientes para a escolha correta do produto, evitando custos
excessivos e uso inadequado (TEIXEIRA, 2010).

Por se tratar de produtos que fazem parte de programas de controle e
prevencao de infeccdes nos estabelecimentos de saude, estes dados sédo de grande
relevancia. Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, esta realidade
pode ser mudada com a adicdo de novos dados as legislacbes que permitam a
analise desses produtos.

Consideramos que o presente estudo é de grande relevancia, visto que a
maioria das publicacdes relacionadas a atividade de antissépticos discute apenas a
possivel contaminacdo desses produtos, associando esse fato ao aparecimento de
surtos em estabelecimentos de saude. Na pratica assistencial, ainda sdo escassos
os estudos sobre a qualidade e a atividade microbiana dos antissépticos disponiveis
no mercado.

As analises realizadas nos permitem inferir que o teste Time Kill descrito por
Hobson e Bolsen (1991) foi adequado para o estudo da atividade antimicrobiana in
vitro de produtos antissépticos. Os resultados deste estudo trazem respostas para a
pratica do uso de antissépticos, que até o momento tem se mostrado apenas
parcialmente eficaz do ponto de vista cientifico. Além disso, o presente trabalho
aponta para a gravidade da inexisténcia de uma legislacdo especifica. Podemos,
portanto, afirmar que a utilizacdo dos produtos estudados no processo de
antissepsia € pratica, segura, agregando facilidades e economia nas instituicdes de

saude.
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8. CONCLUSOES:

» Os produtos a base de alcool etilico, PVP-I solucdo degermante
iodopolividona, nordexidina, cloreto de benzalconico e triclosano, mostraram

resultado satisfatério frente as cepas clinicas e de referéncia.

» O digluconato de clorexidrina, apesar de ser menos toxico, ndo mostrou
atividade frente a P. aeruginosa e aos outros micro-organismos de referéncia.
Concluimos portanto que esse produto deve ser utilizado com cautela e
estudos adicionais sdo necessarios, apesar de terem se mostrado eficazes

para cepas clinicas.

» A técnica de semeadura em profundidade mostrou-se mais sensivel do que a
de filtragho em membrana para recuperacdo de micro-organismos

sobreviventes apds o0 contato com 0s antissépticos.

» Nosso estudo podera auxiliar as a¢des de vigilancia sanitaria e saude publica
na elaboracdo de futuras legislacbes, uma vez que esses produtos séo
encontrados no comércio, mas nao estdo submetidos a nenhuma legislacéao
especifica e ndo existiam dados suficientes, até 0 momento, que atestassem

sua real eficacia.
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9. Meios de Cultura

9.1. agar Mueller- Hinton:

Formula comum (w/v):

Infusdo de carne.........cccoeevevvivviiiinnnnn. 30,0%
Caseina hidrolisada................ccceveeeenn. 1,75%
ABMIO. ...eeiiiiiiiiiiiiiiie e 0,15%
Ao, 1,7%

pH 7,3 + 0,1 a 25 ° C. Dissolver completamente em 1 litro de agua destilada.

Autoclavagem 15min 121°C.

9.2. Caldo Mueller- Hinton:

Infusdo de carne bovina.........cccoveeeveeeenn.. 300,0
Caseina Hidrolisada.........ccccovveevieiiiieenn 17,5
AMIAO. e 1,5

pH 7,3 + 0,1 a 25 ° C. Dissolver completamente em 1 litro de agua destilada.

Autoclavagem 15min 121°C.

9.3. caldo Mueller Hinton modificado:

Infusdo de carne bovina.........cccooveeveeneenn.. 300,0
Caseina Hidrolisada.........cccovveevieiiiaaenn. 17,5
AMIAO. e 1,5

pH 7,3 + 0,1 a 25 ° C. Dissolver completamente em 1 litro de agua destilada.
Autoclavagem 15min 121°C. (Mueller Hinton com Tween 80 a 1% e Lecitina de

soja a 1%)
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9.4. Agar Caseina-soja:

Digesto pancreatico de caseina ................ 1509

Digesto pancreatico de farinha de soja..... 500

Cloreto de sOdio.........cccvvvvvviiiiiiiiiiieeeeeeenn, 500
AGAr.. .o 1509
Agua purificada ..........ccoeeveeviriiireieeene, 1000 mL

Suspender a mistura em 1 litro de agua purificada. Esterilizar a 121°C por 15
minutos. pH final: 7,3+ 0,2 a 25T

9.5. Agar Sabouraud-dextrose — 4%:

DEeXIrOSe. ... 40g

Mistura de partes iguais de caseina tratada por suco pancreatico e digesto péptico
de tecido animal .............ccceeeeeiiiiiiiiniiiinns 10g
Ao 15¢g

Agua purificada............cccevvevveveeeeirirnennn 1000 mL

Suspender a mistura em 1 litro de agua purificada. Esterilizar a 121°C por 15
minutos. pH final: 5,6 £ 0,2 a 25T

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacdo do
fabricante.
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