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RESUMO 

 

MARISA DE FATIMA COSTA SOUZA 

Avaliação Quantitativa da Interação das Moléculas de Polihexametileno Biguanida e de 

Ampicilina com as Células de Staphylococcus aureus 

Orientador: Prof. Maulori Curié Cabral 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia para estudar, de forma 

quantitativa, a interação das moléculas do antisséptico Polihexametileno Biguanida (PHMB) 

e do antibiótico Ampicilina, com as células de Staphylococcus aureus (cepa BMB 9393, 

resistente à Meticilina e a cepa 30, sensível à Ampicilina). Usando-se procedimentos teóricos 

e experimentais pôde ser estimado, através de cálculos matemáticos, o número de moléculas 

de um antisséptico e de um antibiótico que geravam o halo de inibição de crescimento, nas 

culturas bacterianas efetuadas em placas de Petri com o meio Agar Triptona Extrato de 

Levedura. Usando-se a área média ocupada por uma célula de S.aureus, como uma Unidade 

de Equivalência de Área (UEA) foi possível calcular a quantidade de moléculas de PHMB 

suficiente para interagir com uma única UFC no ambiente do halo de inibição do 

crescimento. Estimativamente, 3,61 X 10
6 

foi a quantidade mínima de moléculas de PHMB 

para matar uma única célula de S. aureus. Essa suposição é possível pelo fato das moléculas 

de PHMB cobrirem a área do halo como um manto. Essas moléculas interagem com os 

resíduos aniônicos que estão presentes do ambiente do halo e, quando interagem, ficam 

presas e não difundem. Nos ensaios com antibiótico, os procedimentos teóricos e 

experimentais permitiram definir apenas o números de moléculas de Ampicilina que estavam 

disponíveis para cada células bacteriana.  Essa limitação é provocada pelo fato das moléculas 

dos antibióticos serem difusíveis na superfície do meio de cultura. Os cálculos da interação 

antibiótico-bactéria mostraram que 886.279.492 moléculas foram disponibilizadas para cada 

uma das células bacterianas que estavam presentes no halo de inibição. Reconhecidamente, 

há limitações no método usado para medir o diâmetro da zona de inibição do crescimento.  

Dessa forma, os resultados numéricos encontrados podem ser considerados somente como 

previsíveis. Com as hipóteses empregadas e os resultados obtidos neste trabalho espera-se 

contribuir para uma melhor compreensão sobre a ação dos agentes antibacterianos. 

Palavras Chaves: 1- Interação antibiótico-bactéria; 2 - Interação antisséptico-bactéria; 3-

Polihexametileno Biguanida; 4-MRSA; 5- Inibição do crescimento bacteriano. 
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ABSTRACT 

 

MARISA DE FATIMA COSTA SOUZA 

Avaliação Quantitativa da Interação das Moléculas de Polihexametileno Biguanida e de 

Ampicilina com as Células de Staphylococcus aureus 

Orientador: Prof. Maulori Curié Cabral 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

This work aimed to establish a methodology to study, quantitatively, the interaction of 

antiseptic Polyhexamethylene Biguanide (PHMB) and antibiotic ampicillin molecules with 

Staphylococcus aureus cells (strain BMB 9393, resistant to methicillin, and strain 30, 

sensitive to ampicillin). It was possible to estimate using theoretical and experimental 

procedures and mathematical calculations, the number of molecules of an antiseptic and an 

antibiotic that caused the growth inhibition halo in bacterial cultures carried out in Petri 

dishes with Tryptone Yeast Extract Agar medium. Using the average area occupied by 

S.aureus cell as an Area Equivalence Unit (UEA) it was possible to calculate the amount of 

PHMB molecules that interacted with a single CFU in the environment of the growth 

inhibition zone. According to our methodology, 3, 61 X 10
6
, were the minimum amount of 

PHMB molecules to kill a single S. aureus cell. This assumption was made possible by the 

fact that PHMB molecules cover the inhibition zone area like a cloak. These molecules 

interact with the anionic residues that are present in the inhibition zone environment and 

become trapped and do not diffuse after interaction. In antibiotic assays, the theoretical and 

experimental procedures allowed to define only the numbers of ampicillin molecules that 

were available for each bacterial cell. This limitation is caused by the fact that antibiotic 

molecules are diffusible on the surface of the culture medium. Antibiotic-bacterial 

interaction calculations showed that 886,279,492 molecules were made available for each 

bacterial cell that was present in the inhibition zone. Admittedly, there are limitations to the 

method used to measure the diameter of the growth inhibit zone. Thus, the numerical results 

found can only be considered as predictable. With the hypotheses employed and the results 

obtained in this work, it is expected to contribute to a better understanding about the action 

of antibacterial agents. 

Keywords: 1- Antibiotic-bacterial interaction; 2 - Antiseptic-bacterial interaction; 3-

Polyhexamethylene Biguanide; 4-MRSA; 5- Inhibition of bacterial growt. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Considerações sobre os Staphylococcus aureus 

Os Staphylococcus aureus foram descritos pelo médico Alexander Osgston em 1880. Desde 

então a espécie é considerada como sendo um patógeno com capacidade para provocar infecções 

que podem ser superficiais, como furúnculo e impetigo ou generalizadas, que podem atingir o 

coração, ossos, rins, cérebro, pulmões, fígado, ou mesmo gerar a síndrome do choque térmico 

(Kim et al., 1989). 

 

Segundo Santos et al., (2007) o gênero Staphylococcus está incluído na família 

Staphylococcaceae, e é formado por cocos Gram positivos, medindo aproximadamente 0,5 a 1,5 

µm de diâmetro. São imóveis, não esporulados e, geralmente, não encapsulados. No gênero 

Staphylococcus são conhecidas 52 espécies sendo 29 associadas à microbiota humana (Moraes, 

2019). 

 

De acordo com Cordeiro (2004), os critérios clássicos para a caracterização da espécie S. aureus 

envolvem o crescimento em meio de Chapman (Agar Manitol com 7,5% de NaCl), de caráter 

seletivo em razão da alta salinidade, e que revela a fermentação do manitol, com produção de 

ácido, complementados com os testes de produção de coagulase e de catalase. Entretanto, 

Segundo Gandra et al., (2008), consideram que o uso de testes bioquímicos, para identificação e 

biotipagem bacteriana podem gerar resultados variáveis em decorrência de fatores ambientais 

sobre a expressão gênica. 

 

Por outro lado, a adoção de técnicas moleculares tem apontado os MRSA como um dos 

principais patógenos hospitalares. Os S.aureus nosocomiais são um tipo de patógeno resistente à 

meticilina e cuja capacidade de causar infecções está intimamente ligada com a expressão de 

genes de virulência que codificam moléculas associadas à colonização, dano tecidual às células 

do hospedeiro e formação de biofilme (Botelho et al., 2019). 

 

No quadro1 estão destacadas 16 das espécies de Staphylococcus que fazem parte da microbiota 

humana. Embora as bactérias da espécie S. aureus sejam consideradas por Almeida et al.(2014) 

como sendo possíveis patógenos oportunistas, freqüentemente, têm sido associadas com 

situações de comprometimento nosocomial (Botelho et al., 2019), por isso foi a espécie 

escolhida para os ensaios neste trabalho. 
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Quadro 1- Lista das espécies de Staphylococcus de origem humana correlacionadas com os 

aspectos clínicos resultantes das infecções 

http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo4/objetivos.htm 

 

O reconhecimento dos Staphylococcus aureus resistentes à meticilina MRSA por Enright et al., 

(2002), suscitou a compreensão sobre a necessidade do uso de antissépticos eficientes como os 

principais recursos para o controle das infecções no ambiente hospitalar. 

http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo4/objetivos.htm
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Epidemiologicamente, os S. aureus são apontados como causa frequente nas infecções em 

pacientes submetidos à diálise peritoneal (Figueiredo et al., 2013). Além disso, têm ampla 

distribuição na natureza, comprometendo não só os seres humanos, mas também podem ser 

encontrados em animais e em alimentos. Estudo realizado por (Cerqueira e Almeida, 2013) relata 

o isolamento de linhagens de MRSA a partir de alimentos de origem animal, incluindo carne 

suína, bovina, frango, além de queijo, leite e outros derivados bovinos 

 O percentual de portadores de S. aureus na cavidade nasal é mais significativo em pessoas que 

trabalham em hospitais. Estudos realizados por (Silva et al., 2012 e Hanson, 2018), em 

profissionais de saúde sugerem que 20% a 30% desses profissionais estejam colonizados por esse 

tipo de bactéria e afirmam que, indivíduos assintomáticos, colonizados por S. aureus, podem 

espalhar esses micróbios em seu ambiente de trabalho e assim contribuir para colonização de novos 

indivíduos suscetíveis (Peres e Zanusso, 2011). 

 

 Isolamento e identificação de Staphylococcus aureus em fossas nasais e mãos de profissionais da 

saúde no Hospital Santa Lúcia em Maringá-PR detectaram que as mãos e, fossas nasais dos 

profissionais da saúde aumentam a probabilidade na transmissão de patógenos no ambiente 

hospitalar. Devido à alta taxa de mortalidade no Brasil por infecção hospitalar causada por 

Staphylococcus aureus há vários estudos, sobre contaminação durante a permanência nos centros 

de tratamentos, (Sales et al., 2006) 

 

 No corpo humano, os Staphylococcus aureus podem ser encontrados na pele e mucosas, 

principalmente, na região anterior das narinas (Almeida, 2014). Segundo alguns autores, (Santos et 

al., 2007 e em Anvisa, 2013,), os Staphylococcus aureus encontrados nas fossas nasais, garganta, 

axilas, trato intestinal e pele foram considerados, predominantemente, como agentes simbiônticos 

em pacientes assintomáticos.   Entretanto, em estudo efetuado no âmbito hospitalar, por Svidzinski 

et al., 2007, são encontrados com frequência e os autores destacam a ocorrência de S.aureus como 

membros da microbiota humana, que estão associados com quadros patogênicos resistente à 

meticilina. Um estudo feito em 2017 foi estimado 119.247 infecções da corrente sanguínea por S. 

aureus com 19.832 mortes associadas (Kourtis, 2019). 

 

      Nos Estados Unidos em 2017 mais de 119.000 pessoas sofreram infecções por Staphylococcus 

aureus na corrente sanguínea e quase 20.000 morreram, de acordo com um novo relatório de Sinais 



4 

 

 

 

Vitais divulgado pelo, (CDC). A resistência bacteriana aumenta os custos com o tratamento 

antimicrobiano, e aumento no tempo de permanência nas unidades de terapia. 

 

Além de acometer humanos, os S. aureus também são, frequentemente, envolvidos com os casos de 

mastite, em bovinos, (Rossi, 2016; Demeu et al., 2017). A mastite se caracteriza como uma 

infecção da glândula mamária, que por sua vez provoca alterações físicas, químicas e 

bacteriológicas no leite e/ou alterações no tecido glandular das fêmeas lactantes (Oliveira et al., 

2011). A disseminação do S.aureus e a resistência aos antimicrobianos são os pontos principais na 

dificuldade do controle e eliminação dos mesmos. 

 

 

1. 1. 2 Impacto clínico: 

 

Segundo Harkins et al., 2007; Liu et al., 2016; Anvisa, 2019 e Gagetti, et al., 2019, a 

disseminação dos patógenos bacterianos resistentes a medicamentos representa uma grande 

ameaça à saúde global. É amplamente reconhecido que o uso disseminado de antibióticos 

relaciona mecanismos de resistência que desencadeiam o aparecimento de cepas resistentes. Os 

S.aureus resistentes à meticilina (MRSA) foram observados pela primeira vez em 1960, menos 

de um ano após a introdução deste antibiótico beta-lactâmico de segunda geração na clínica. 

Logo depois, foi demonstrado que essa resistência era decorrente do gene mecA, codificador da 

resistência à meticilina, que está associado ao cassete cromossomo de estafilocócico (SCCmec) 

no qual pode ser transferido horizontalmente para uma cepa de Staphylococcus aureus sensível. 

 

Menegotto e Picoli, (2007), afirmam que houve um aumento na ocorrência de cepas de 

Staphylococcus aureus oxacilina resistente (MRSA): adquiridas na comunidade (CA-MRSA), e 

a importância da pesquisa e descolonização em hospital. A descolonização segundo um estudo 

feito por (Oliveira, 2012), não recomenda a descolonização dos pacientes, pela possibilidade de 

favorecer a ocorrência de resistência bacteriana no ambiente hospitalar. 

 

As toxinas liberadas por S.aureus nos alimentos causam infecção intestinal acompanhadas de 

vômitos e diarréia como os principais sinais após a ingestão de alimentos contaminados (Dias et 

al. 2011).  Por isso, Murray et al., (2016) afirmam que alimentos devem ser manipulados com os 

devidos aparatos de proteção, como: luvas, vestimenta cobrindo os braços, touca e máscara. 
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Dessa forma evita que manipuladores, portadores da bactéria em secreções nasofaríngeana e com 

ferimentos ou abscessos nas mãos, contaminem o alimento. Produtos que não foram cozidos ou 

refrigerados, adequadamente, possibilitam o crescimento bacteriano e a produção de toxinas 

(Morais, 2019). 

 

 

A imagem na (Figura 1), que apresenta a função da escala da ampliação, mostra-se como modelo 

de referência para uma definição mais acurada da dimensão das células de S. aureus: Nessa 

imagem, cada µm está ampliado para 1,6cm, fornecendo a dimensão relativa das células de 

S.aureus. As células mostradas nessa Imagem foram escolhidas para uso nos cálculos usados na 

interação quantitativa das moléculas de agentes germicidas com essas bactérias. 

 

 

 

Figura 1- Imagem de S. aureus, com destaque para a barra de dimensão da figura, onde cada µm 

corresponde a 1,6 cm, obtida do link:  

https://www.google.com/search?q=staphylococcus+aureus&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiJvfrVyY

rjAhX_H7kGHYpsB_kQ_AUIECgB&biw=1280&bih=657 

 

1.1.3- Fatores de virulência de S.aureus 

 

Conforme comunicação pessoal da Dra. Agnes Figueiredo (2019) a definição sobre os fatores de 

virulência dos S. aureus envolve uma gama de fatores, com destaque para a grande variação 

genética das estirpes e a influência exercida pelas fatores ambientais.   

Considerando as toxinas produzidas como proteínas secretáveis ou fixadas à superfície das 

https://www.google.com/search?q=staphylococcus+aureus&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiJvfrVyYrjAhX_H7kGHYpsB_kQ_AUIECgB&biw=1280&bih=657
https://www.google.com/search?q=staphylococcus+aureus&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiJvfrVyYrjAhX_H7kGHYpsB_kQ_AUIECgB&biw=1280&bih=657
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bactérias que apresentam atividade prejudicial para as células humanas, cabe destacar os 

seguintes elementos: peptidioglicano; proteína A e as enzimas extracelulares como hemolisinas, 

adesinas e leucocidinas, como alguns dos fatores de virulência encontrados neste gênero 

bacteriano.  

 

A seguir estão apresentadas as características de alguns desses fatores: 

 Proteína A: presente na parede celular do S. aureus. Ela se liga a anticorpos circulantes da 

classe IgG, pela sua região constante Fc, neutralizando a sua função, impedindo a adesão de 

imunoglobulinas e não permitindo a ativação do complemento, (Hodille et al., 2017) 

Toxina alfa: forma poros na membrana das células destruindo-as. É frequente ter ação sobre as 

células de músculo liso vascular, mas pode danificar qualquer tipo de célula, como eritrócitos, 

(De Morais, 2011). 

 

 Toxina beta ou esfingomielase C: hidrolisam determinados lipídios, como esfingomielina e 

lisofosfatidilcolina, da membrana celular de células. Alguns tipos celulares são degradados por 

essa toxina, (De Morais, 2011). 

 Toxinas esfoliativas: presentes nas estirpes (5-10%) que causam síndromes esfoliativas da 

pele. Há duas formas ETA e ETB (toxinas esfoliativas A e B). São serina proteases que destroem 

os desmossomas que unem as células da pele umas às outras, resultando em perda da camada 

superior da pele com subsequente esfoliação (Corredor et al. 2012) 

 Enterotoxinas (Minor e Marth, 1972), resistentes aos sucos gastrointestinais, são 

produzidas por 30-50% das estirpes de S. aureus (Nader, 2007). Ativam o sistema imune, 

levando à produção de citocinas, causando danos aos tecidos.  

 Toxina da síndrome de choque: é um superantígeno, ativa de forma não específica os 

linfócitos, gerando reações imunitárias inapropriadas e danosas para o indivíduo. 

No que tange às infecções graves associadas aos S. aureus, a Organização Mundial da Saúde 

incluiu a sepse como prioridade de saúde pública (Monteiro et al., 2016). 

 

No Brasil é extremamente alta a taxa de mortalidade decorrente dos casos de sepse em Unidade 

de Terapia Intensiva (UTI), taxa esta que excede até a de mortes por acidente vascular cerebral 

(AVC) ou infarto cardíaco. Nestas unidades. Segundos levantamentos organizados por 

pesquisadores da Universidade Federal de São Paulo e do Instituto Latino Americano de sepse a 
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cada ano morrem mais de 230 mil pacientes adultos nas UTIs, em consequência da doença 

(Unifesp, 2019). O tratamento inadequado com antibióticos contribui com o risco de morte nos 

pacientes graves (Luna et al. 2010). 

 

 

1.2-Considerações sobre os antibióticos–Ampicilina 

Os antibióticos são medicamentos utilizados para o tratamento de infecções bacterianas. A 

primeira descrição de um antibiótico, a penicilina, foi feita por Alexander Fleming, em 1928, 

resultante da observação de uma inibição do crescimento bacteriano, mediada por fungos do 

gênero Penicillium.  Mas, somente a partir do início da década de 1940 começou a ser utilizado 

em larga escala.  

 

 

Figura 2 apresenta um frasco de penicilina produzido pelo Laboratório Abbott, numa exposição 

sobre a vida e obra do químico Alfred Nobel e nas Figuras 3a e 3b estão apresentadas as imagens 

esquemáticas da estrutura química da Penicilina 
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Figura 2 - Frasco de penicilina produzido pelo Laboratório Abbott, numa exposição sobre a vida e obra do químico 

Alfred Nobel, na Fundação Getúlio Vargas, no Rio de Janeiro (Tomaz Silva/Agência Brasil).  

https://pt wikipedia.org/wiki/Penicilina 

 

 

 

Figuras 3a e3b. Imagens esquemáticas da estrutura química da Penicilina, obtida do link: <https://upload.   

wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/82/Penicillin-core.png/200px-Penicillin-core.png>. 

 

O uso frequente da penicilina desencadeou, inicialmente, o aparecimento de cepas bacterianas 

resistentes, atribuídas à produção de beta-lactamases, enzimas que degradam o anel β-lactâmico 

da penicilina. Esse fenômeno acarretou a busca por novas moléculas de penicilinas 

semissintéticas (Silveira et al., 2006). De acordo com Tortora (2016, p. 558), o objetivo de 

resolver o problema do espectro restrito de atividade das penicilinas naturais, as penicilinas 

semissintéticas foram desenvolvidas.  

A vancomicina, um antimicrobiano glicopeptídeo, é o agente mais amplamente utilizado no      

tratamento de infecções graves causadas por patógenos gram-positivos como Staphylococcus 

aureus. Esse antimicrobiano foi obtido do organismo Streptomyces orientalis (Jones et al., 2006). 

A vancomicina é utilizada na prática clínica. No entanto, nos últimos anos tem ocorrido aumento 

nas taxas de falência terapêutica da vancomicina. Algumas situações clínicas podem alterações 

https://pt/
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como a sepse, a insuficiência renal como consequência o paciente necessita ser submetido a 

hemodiálise (Almeida, 2011). 

 Várias pesquisas na ciência estão direcionadas ao reconhecimento da biodiversidade de novos 

produtos naturais com atividade antimicrobiana (Filho et al., 2014), a especialização de recursos 

nas áreas da biologia molecular e das engenharias biológicas é essencial para o desenvolvimento 

de novos antimicrobianos (Guimarães et al., 2010). 

  

Figura 4 mostra a correlação estrutural entre a penicilina natural e a ampicilina. 

 

Figura 4-Estrutura química da penicilina e ampicilina. Notar a similaridade estrutural da penicilina com a 

ampicilina, indicada pela faixa vermelha. Imagem obtida no Link: https://pt. wikipedia.org/wiki/Ampicilina 

 

Segundo Sutherland e Rolinson (1964), quimicamente, a Ampicilina é definida como Ácido 6 [D 

(-) aminofenilacetamido] penicilânico, é uma penicilina de amplo espectro de atividade, estável 

em pH ácido, por isso, passível de administração oral, atingindo concentrações séricas 

satisfatórias com baixa toxicidade. 

 

A ampicilina é uma molécula do grupo das aminopenicilinas, no qual também está incluída a 

amoxicilina, que difere da penicilina apenas pela presença de um grupo amino. Como a 

penicilina, a ampicilina é suscetível às β-lactamases, que hidrolisam o anel β-lactâmico. 



10 

 

 

 

 

Como molécula semissintética, a ampicilina é gerada a partir da Benzilpenicilina, conforme 

mostrado na figura 5  

 

Figura 5.  Obtida do link: https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Representacion-de-las-estructuras-

tridimensionales-obtenido-das_fig2_26851707 

 

A penicilina G, ou Benzilpenicilina, foi descrita em 1929 como agente antibiótico, porém somente 

foi introduzida como agente terapêutico nos anos 1940. Após o processo de industrialização da 

penicilina, especialmente em consequência da Segunda Guerra Mundial, foi observado um rápido 

crescimento na descoberta e desenvolvimento de novos antibióticos (Guimarães, 2010) 

 

Funcionalmente, as moléculas dos antibióticos beta-lactâmico (penicilinas e cefalosporinas) 

interferem na síntese do peptidioglicano que é o componente essencial da parede celular bacteriana 

e se encontra externamente na membrana citoplasmática das bactérias. Segundo Azevedo (2014), as 

moléculas dos antibióticos beta-lactâmico atuam como inibidores na fase final da biossíntese do 

peptidioglicano, devido à similaridade estrutural entre o anel beta-lactâmico e o arranjo molecular 

da região dos tetrapeptídios recém-formados. 

 

Isso justifica porque essa classe de antibióticos consegue inibir, irreversivelmente, as D-D-

carboxitranspeptidases, conhecidas por PBP´s (penicillin binding-proteins), impedindo assim a 

formação entre as cadeias peptídicas de peptidioglicano (Suarez e Gudiol, 2009). A síntese dos 

peptidioglicano ocorre durante a fase de crescimento celular. Assim sendo, para que os beta-

lactâmicos exerçam a atividade, é necessário que as bactérias se encontrem em fase de duplicação, 
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visto que é neste momento que há a produção de parede celular. Conclui-se assim que esta classe 

de antibióticos não é útil em situações onde a população bacteriana se encontra em fase 

estacionária de crescimento (Azevedo, 2014). 

Os antibióticos são medicamentos amplamente utilizados para tratar infecções causadas por 

bactérias, mas algumas cepas apresentam resistência aos antimicrobianos. As bombas de efluxo 

ativo atuam como um mecanismo de resistência, removendo o antibiótico do seu local de ação 

antes que possa atuar. As bactérias também são capazes de destruir os antibióticos betas lactâmicos 

devido à produção das betas lactamases que têm a capacidade de inativar alguns desses 

antibióticos e podem atingir altas concentrações, (Guimarães et al., 2010; Azevedo, 2014). Como 

efeito ilustrativo, a figura 6 mostra o sitio de ação das PBPs.  

 

Figura 6- Esquema representativo do mecanismo de ação da Penicilina. Obtida no <https://upload. 

wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/82/Penicillin-core.png/200px-Penicillin-core.png>.>.  

 

 

 

1.3- Considerações sobre os Antissépticos com destaque para as moléculas de 

Polihexametileno Biguanida (PHMB) 

 

Antissépticos são antimicrobianos usados para impedir a proliferação microbiana em tecido 

íntegro ou que tenha sofrido alguma injúria acidental ou cirúrgica.  Os antissépticos têm sido 

aliados na estratégia utilizada na limpeza de feridas ou como prevenção contra possíveis 

contaminações. Antissepsia consiste na utilização de produtos microbicidas ou microbiostáticos 

sobre a pele ou mucosa, com objetivo de reduzir a carga microbiana em sua superfície (Moriya e 

Módenaou, 2008). 
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Como o intuito deste estudo está focado, principalmente, nas moléculas de Polihexametileno 

Biguanida, as descrições estão centradas nesse tipo de substância, que tem caráter catiônico e 

anfipático, no qual os núcleos catiônicos da cadeia principal, em razão da elevada basicidade que 

apresentam, são as responsáveis pela atividade microbicida (Figura 7) 

 

 

 

Segundo Fumarola (2011) as moléculas de PHMB apresentam-se como um polímero de grupos 

biguanidicos, intercalados por sequências de hexanos, que estão ligados a terminais que podem 

ser: aminas, guanidinas ou ciano-guanidinas. O cloridrato de Polihexametileno biguanida 

(PHMB-HCl) também denominado Polihexanida ou Poli-amino-propil-biguanida é um tipo de 

biocida de ação rápida sobre bactérias, fungos e leveduras, protozoários ou algas. As moléculas 

de PHMB apresentam estrutura química catiônica e anfipática resultante dos grupos 

biguanidílicos, conforme mostrado nas figuras7a, 7b e 7c.  

 

 

 

Figura 7a - Modelo esquemático de uma estrutura monomérica das moléculas de Polihexametileno 

Biguanida pós ionizada com ácido clorídrico (Acervo particular- MCCabral) 
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Figura- 7b - Modelo esquemático comparativo da equivalência molecular entre a estrutura do 

núcleo biguanidicos e a estruturado do aminoácido Arginina.  (Acervo particular- MCCabral)  

 

 

Figura 7c - Unidade molecular do antisséptico PHMB, onde n= 10 a 13 núcleos biguanidílicos 

(Mashat, 2016) 

 

O mecanismo de ação das biguanidas está baseado nas propriedades fortemente catiônicas e 

anfipáticas de suas moléculas. Ao interagirem com os componentes da superfície das bactérias 

ou outros tipos microbianos, reagem com as cargas elétricas negativas presentes nos poros 

responsáveis pela assimilação de cátions bivalentes. Trata-se de um mecanismo inespecífico na 
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O grupamento guanidil é formado por um átomo de Carbono ligado a três de Nitrogênios,

dois por ligação simples e um por ligação dupla, conforme está destacado na figura 4. Na natureza

esse grupamento existe em todos os seres vivos fazendo parte da molécula do amino-ácido,

Arginina, e da base nitrogenada, Guanina.

A comparação entre a estrutura do amino-ácido Arginina e o grupamento molecular da

PHMB, está destacada, pelos retângulos, na figura 5. As duas moléculas compartilham três

átomos de carbono, sob a forma de alcano, dois Nitrogênios, sob a forma de amina, e um

Nitrogênio, sob a forma de amida, responsável pela carga positiva. Essa similaridade estrutura l

possibilita a degradação da molécula de PHMB na Natureza, pelas enzimas envolvidas no

processo metabólico que reciclam os componentes da Arginina, comforme demonstrado na figura

6.
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superfície dos micróbios, que perturba o sistema celular tornando o microrganismo alvo incapaz 

de manter as suas funções (Cabral e Liberto, 2007). 

 

As biguanidas, da classe das PHMB para uso geral, são constituídas por uma classe de 

antissépticos catiônicos poliméricos formados por uma mistura de diversas moléculas de 

Polihexametileno Biguanida (McDonnell, 2007). O PHMB vem sendo estudado há décadas 

(Rosenthal et al., 1982) como ingrediente ativo em formulações de desinfetantes para Indústrias 

alimentícias. Ainda não há evidência que afirme que esse tipo de antisséptico selecione 

patógenos resistentes (Thomas et al., 2009). Um estudo realizado por (Santos 2010), comprovou 

a eficiência da ação bactericida do Cloridrato de Polihexametileno Biguanida (PHMB), na 

desinfecção de indústrias cervejeiras. 

 

Os estudos indicam que a Polihexametileno Biguanida é eficaz no tratamento de feridas 

colonizadas/infetadas, promovendo imediata cicatrização, amenizando a dor, quando esta é 

utilizada. (Santos e Silva, 2011; Kaehne Eberlein, 2008). A eficácia antimicrobiana da 

Polihexanida biguanida não é afetada pelo contato com fluidos, tecidos, sangue ou albumina o 

que é de suma importância para a prática clínica, (Hübner e Kramer, 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

Considerando que não foi encontrado na literatura estudos que mostrassem a relação quantitativa 

entre número de moléculas de germicidas e de células bacterianas mortas, foi desenvolvido este 

estudo, como uma forma inédita de experimento que, certamente, suscitará novos complementos 

para demonstrar o fenômeno com mais acuidade. Assim sendo, espera-se ainda que a ideia deste 

estudo germine e que outras pesquisas venham contribuir para melhor esclarecimento do 

fenômeno. 

 

A pesquisa em questão envolveu três elementos do âmbito da Microbiologia: uma espécie de 

bactéria; um tipo de antisséptico e um tipo de antibiótico, visando a possibilidade de calcular a 

provável quantidade de moléculas de um agente germicida que é necessária para matar uma 

única célula bacteriana. No caso específico deste estudo, foram utilizadas duas linhagens da 

espécie Staphylococcus aureus (BMB 9393 e Amostra 30); um antisséptico (PHMB) e, como 

antibiótico, Ampicilina. 
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3. OBJETIVO  

 

Para a execução do estudo foi formulado o seguinte objetivo: 

Correlacionar, quantitativamente, consideradas as limitações experimentais, o número de 

moléculas de ampicilina e de PHMB necessárias para matar uma única célula bacteriana de 

Staphylococcus aureus. 
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4.  MATERIAIS E MÉTODOS 

Os materiais utilizados, bem como a metodologia a ser empregada, estão apresentados a seguir. 

 

4.1. Definição das amostras bacterianas utilizadas neste TCC:  

 Neste trabalho foram utilizadas duas amostras da espécie Staphylococcus aureus, sendo uma, 

caracteristicamente, resistente à meticilina e à ampicilina e outra, sensível à meticilina. Ambas 

oriundas da coleção do Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia 

Paulo de Góes, gentilmente e respectivamente, cedidas pelas Professoras Bernadete Teixeira 

Ferreira Carvalho e Kátia Santos Neto. 

Amostra Clone Epidêmico Brasileiro (S.aureus BMB 9393). Isolada em 1993 de um quadro de 

bacteremia. Local, Rio de Janeiro, Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (UFRJ).  

Amostra da comunidade (S. aureus 30), isolada em 2018 das fezes de um paciente do ambulatório 

pediátrico do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagão Gesteira, IMPPG (UFRJ). 

  

4.2. Ativação das amostras bacterianas 

Das amostras obtidas, uma colônia foi transferida com uma agulha bacteriológica, para um tubo 

com rosca contendo 2mL de caldo simples, para isolar uma cultura pura.  A cultura foi mantida 

em estufa a 37º C por 18h. Após esse período, foi retirada uma alíquota de 0,5 mL e transferida 

para um tubo com 4,5mL de caldo simples. Esse procedimento tem por finalidade colocar a 

população bacteriana em fase exponencial de crescimento. Essa nova suspensão bacteriana foi 

mantida por 2h em estufa a 37º C, sob agitação a cada 20 minutos.  

 

4.3. Contagem de UFC em 10µL por diluição seriada na base10, de (10
-1

 a 10
-8

).  

Para contagem de UFC, 08 tubos foram marcados para receber as diluições de 10
-1

 até 10
-
 Todos 

os tubos de ensaio recebem 0,9mL de salina esterilizada e ao primeiro tubo foi adicionado 0,1mL 

da suspensão bacteriana ativada descrita no item 4.2. Este tubo foi homogeneizado com auxílio de 

um agitador (Vortex) por alguns segundos para gradual dispersão das células. Em seguida, 0,1mL 

dessa primeira diluição foi transferido para o tubo seguinte e agitado. Esse procedimento de 

diluição foi aplicado para os próximos tubos até atingir a diluição de 10
-8

. Para contagem das 

colônias foi usada uma placa de Petri, de 8,2 cm de diâmetro interno, contendo 20mL do meio de 

Cultura (Agar Triptona- Extrato de  Levedura –ATEL (KASVI – Itália, Lote: 07126501). No 

fundo da placa era feita a marcação onde foram depositados os 10µL das respectivas diluições 
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bacterianas (10
-1

 a 10
-8

), em duplicata.  A placa foi incubada em estufa a 37º C, por 18h, para 

contagem das UFCs. 

Como forma de preservar os resultados, ao final destes e dos demais experimentos, as placas 

foram fotografadas tendo como referência uma régua milimétrica.  

Em relação às moléculas de PHMB, foram desenvolvidas as etapas de trabalho descritas a seguir: 

 

 

4.4 Cálculo para definir a quantidade de moléculas de PHMB presentes em 10µL de uma 

solução diluída a partir da concentração 0,2% 

No Brasil, os produtos comercializados como antissépticos à base de PHMB contêm 0,2% do 

princípio ativo.  

 

Nos experimentos, a solução de PHMB a 0,2 % foi preparada a partir de uma solução comercial 

concentrada, fabricada e distribuída pela Lonza-ARCHÉ, com o nome de Cosmocil G, na 

concentração de 20%, que foi, gentilmente, cedida pela empresa Walkmed. 

 

Considerando que as diluições de PHMB utilizadas estão na faixa de 2
-1

 a 2
-8

, o quadro2 apresenta 

a concentração Percentual e Molar do produto em cada diluição, inclusive, a quantidade de 

moléculas de PHMB presente em 10µL das diluições testadas. 

 

Há limitação na definição do peso molecular das moléculas de PHMB, pois na literatura esse peso 

varia entre 2.300 e 3.100. (SCCS, 2017) em razão da quantidade de monômeros no polímero. 

Segundo McDonnell (2007) o peso molecular está em torno de 3.000. Para compensar essa 

margem de erro, nos cálculos do número de moléculas foi utilizado como peso molecular a média 

entre os dois valores, ou seja, 2.700;   

 

Essas limitações abrem margem para novos experimentos que adotem parâmetros de medições 

mais acurados. 
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4.5. Teste da avaliação germicida das moléculas de PHMB 

4.5.1 Diluição das moléculas de PHMB  

Nos experimentos, usou-se a solução de PHMB a 0,2 %. No procedimento para diluição da 

preparação de PHMB, oito tubos foram marcados com as diluições na base 2, de 2
-1

 até 2
-8

. Todos 

os oito tubos de ensaio recebem 0,5mL de solução salina esterilizada. Para a diluição, ao primeiro 

tubo com 0,5mL da salina foi adicionado 0,5mL da solução de PHMB a 0,2%, tubo este que foi 

homogeneizado com auxílio de um agitador (Vortex) por alguns segundos.  Em seguida, 0,5 mL 

dessa primeira diluição foram transferidos para o tubo seguinte, que foi igualmente agitado. Esse 

procedimento de diluição foi aplicado para os próximos tubos até atingir a diluição de 2
-8

. Baseado 

nas recomendações do Link.  

https://www.blau.com.br/storage/app/media/bulas/novas/Bula_Cilinon.pdf  

Foram calculadas quantas moléculas de PHMB estavam contidas em cada 10µL das diluições que 

foram usadas nos experimentos. Os resultados deste procedimento estão mostrados no quadro2. 

 4.5.2- Teste da eficiência germicida com PHMB  

 Para testar a eficiência germicida das moléculas de PHMB, 1mL da suspensão bacteriana ativada 

foi transferido, com auxílio de uma pipeta graduada em centésimos, para uma placa com ATEL 

Após a adição da suspensão bacteriana na superfície da placa esta foi movimentada, suavemente, 

para que toda a superfície fosse, homogeneamente, contemplada pela cobertura bacteriana. Em 

seguida o volume excedente foi removido e anotado, quanto do conteúdo da suspensão bacteriana 

ficou retido na superfície gelificada da placa. Esse procedimento foi a estratégia utilizada para 

calcular a quantidade de UFC que ficava retida e distribuída, de forma homogênea, pela área da 

superfície do meio gelificado com Agar-Agar. Com esse procedimento foi calculado quantas 

células bacterianas ocupavam cada centímetro quadrado da superfície do gel. As placas usadas 

neste tipo de teste eram mantidas, semi-aberta, na cabine do fluxo laminar até que o biofilme 

bacteriano estivesse, visivelmente, seco. Sobre esse tapete bacteriano foram aplicados, em 

duplicata, 10µL de cada uma das preparações diluídas de PHMB (2
-1

 a 2
-8

), em posições 

eqüidistantes, previamente, marcadas no fundo da placa (Gilbert e Moore 2005; Barrett et al., 

2010) 

Depois que o volume de líquido da gota secava, a placa era incubada em estufa a 37℃ por 18h.  
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4.5.3- Fórmula para calcular a área em cm
2
 

 Para análise e interpretação dos resultados foi efetuada a medição dos halos de inibição de 

crescimento resultantes da ação germicida gerada pelas diferentes diluições de PHMB, com 

especial atenção à maior diluição do germicida que provoca a morte do total de bactérias que 

estavam presentes na área correspondente ao respectivo halo de inibição.  

Para calcular a área do halo de inibição do crescimento bacteriano, gerado na maior diluição de 

PHMB, o diâmetro desse halo foi medido com auxílio de um paquímetro. A medição obtida era 

aplicada na seguinte fórmula: 

S= π R
2
 (Fórmula 1) 

Sendo: S = Superfície do halo em cm
2
; π = constante, considerada como tendo o valor 3, 1416; R

2
 

= medida do raio em cm, elevada ao quadrado.  

Com o intuito de definir a quantidade de bactérias que ocupavam a área do halo sem crescimento 

foram efetuados os cálculos para atender aos seguintes objetivos: 

1- Determinar a quantidade de UFC que esteja presente na suspensão bacteriana original que 

foi usada para formar o tapete microbiano no teste do germicida;  

2- Registrar o volume da suspensão bacteriana original que ficou retido na superfície da placa 

teste; 

3- Definir a área total da superfície interna, em cm
2
, da placa usada no teste, de acordo com a 

Fórmula 1;  

4- Encontrar o número de UFC que está distribuído em cada cm
2 

da superfície do meio de 

cultivo. Para isso, a quantidade total de bactérias que ficou retida na placa foi dividida pela área 

total da superfície interna da placa; 

5- Estabelecer a quantidade de UFC que estavam presente na área do halo, antes da aplicação 

do PHMB. Para isso a quantidade de bactérias, por cm
2
, definida no item 4 foi multiplicada pela 

área do halo de inibição encontrada pela fórmula 1. A quantidade de bactérias encontradas será 

considerada como sendo o total de bactérias mortas pela ação das moléculas de PHMB que 

estavam presentes nos 10µL da diluição usada para o teste. 

6- Calcular a área ocupada por uma única célula de S.aureus. Para isto foi considerado a 

medição do diâmetro médio das imagens de células mostradas na figura 1; com o diâmetro 

encontrado foi aplicada a fórmula mostrada no item 4.5.3. 
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7- Estabelecer a quantidade de Áreas Equivalentes à área de uma célula de Staphylococcus 

que podem estar contidas na área do halo. A justificativa de usar esse parâmetro deve-se ao fato 

das moléculas de Polihexametileno Biguanida, diferente das da Ampicilina, não se difundirem na 

camada do meio de cultura. Assim sendo, o conteúdo da gota contendo PHMB forma um manto 

que cobre toda a área do halo. Sabendo-se quantas moléculas de PHMB ocupam uma “Área 

Equivalente de Staphylococcus" essa quantidade pode ser considerada como o provável montante 

de moléculas que é necessário para matar cada uma das células de S.aureus.   

8- Considerar a possibilidade de estabelecer uma correlação direta entre o número de 

moléculas de PHMB no halo com a quantidade de células microbianas que estava distribuída na 

zona do halo provocado pela menor concentração efetiva de PHMB; 

9- Demonstrar a relação entre a quantidade de “Áreas Equivalentes de Staphylococcus" com o 

número de UFC que estavam presentes na área do halo. Essa correlação tem a finalidade de 

caracterizar os espaços vazios existentes na zona do halo, ou seja, aqueles onde não existe uma 

célula de S.aureus adsorvida à superfície do meio de cultura.    

10- Justificar porque a base dos cálculos das áreas usadas para definir a quantidade de moléculas 

de PHMB que é necessária para matar uma bactéria deve ser ainda, um valor provável, em razão 

das múltiplas variáveis numéricas envolvidas: 

 Sabidamente, há limitação em definir o diâmetro do halo, pois este era aferido com 

paquímetro que fornece medidas na ordem de décimo de milímetro, enquanto a acuidade 

visual humana está limitada em 0,2 milímetros e o tamanho dos corpos bacterianos, que 

estão distribuídos pela superfície do gel de Agar, está na faixa de milésimo de milímetro. 

Para sanar parte dessa limitação, as imagens das placas eram ampliadas, na tela de um 

computador, até alcançar um aumento de 4 a 20 x, ou seja, quando a placa aparecer com o 

diâmetro equivalente a 36 cm a 180 cm.  A medição feita nas imagens ampliadas fornece 

uma melhor definição na acuidade dos resultados. Haja vista que, com uma ampliação de 20 

x, cada 0,2 mm aparecerá como sendo 4 mm e, consequentemente, 0,05 mm como um 

milímetro, ou seja, uma dimensão visível. 

 

4.5.4 Testes de exposição dos S. aureus (BMB 9393) aos efeitos das moléculas de 

Polihexametileno Biguanida, por 30 minutos  

Neste ensaio foram usadas quatro suspensões bacterianas contendo, respectivamente,  

50.000, 25.000, 12.500 e 6.250 UFC em 50 µL. A cada uma destas preparações Na execução 

deste experimento foi adotada uma estratégia para garantir o cronograma dos ensaios. De cada 
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amostra da mistura PHMB-bactéria foi mantida por 30 minutos a 37º C e em seguida 10µL de 

cada mistura era depositada, em duplicata, sobre a placa de ATEL, para avaliar a quantidade de 

UFC sobrevivente. Após verificar que a gota deposita estava seca, a placa era incubada em estufa 

à 37 º C, por 18h. 

 

Nos ensaios subsequentes, foram testadas a influência de agentes neutralizantes da ação das 

moléculas de PHMB, e a interferência exercida pelos debris celulares sobre a eficiência 

germicida das moléculas de PHMB, nos testes quantitativos. Para o primeiro caso, foi usada a 

solução neutralizante universal contendo em sua composição Tween 80-0,3%, Lecitina-0,3%, 

histidina-0,1% e tiossulfato de sódio 0,5%, recomendada por (Romão, 1985). Para o segundo 

caso, uma cultura recente de S.aureus, em meio sólido, foi ressuspendida em solução salina, para 

atingir a turvação de 0,5 da escala de McFarland.  Essa suspensão foi dividida em alíquotas de 

dois mL que foram submetidas ao processo de lavagem por centrifugação com os seguintes 

diluentes: água destilada para injeção; salina, PBS e PBS+Citrato e depois, todas elas reajustadas 

para os dois mL originais. As lavagens consistiram de três ciclos de centrifugação a 3000 rpm 

por 3 minutos. 

  

4.6 - Testes com antibiótico 

 

4.6.1 - Cálculos teóricos para definição das concentrações de Ampicilina utilizadas nos 

testes para avaliação da Relação antibiótico- bactéria 

As soluções de Ampicilina foram preparadas com solução salina esterilizada a partir da 

preparação comercial em frasco-ampola contendo 500mg de Ampicilina sódica.  Depois de 

aberto, assepticamente, foi prepara a solução mãe de Ampicilina contendo 100 mg/mL e estas 

foram mantidas congelada a -20º C.  

Foram calculadas quantas moléculas de Ampicilina estavam contidas em cada 10µl das diluições 

que foram usadas nos experimentos. O resultado deste procedimento está mostrado no quadro 2. 

 

4.6.2 - Ensaio quantitativo da relação entre número de moléculas de antibióticos 

disponíveis para cada bactéria em um halo de inibição. 

 

As culturas bacterianas resistente (S aureus - BMB-9393) e sensível (S aureus -30), em fase log 

de crescimento, foram previamente quantificadas em UFC/10 µL e a seguir diluída na proporção 
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de 1:100 (10
-2

), para serem utilizadas num teste com antibiótico.  O procedimento do inóculo 

para esse tipo de ensaio foi baseado no uso de uma cultura em fase logarítmica de crescimento 

para ser quantificada em UFCs e depois usada para formação do tapete celular na superfície do 

meio gelificado. 

Sobre a camada do biofilme bacteriano, visivelmente, secos foram aplicados, na placa, em 

duplicata, 10µL da preparação da Ampicilina nas diluições 10
-1

até 10
-5

. Essa escolha das 

diluições foi definida por experimentos preliminares sobre o diâmetro do halo de inibição 

promovido por cada concentração de Ampicilina na amostra microbiana sensível.  Após 

adsorção do volume adicionado, a placa foi mantida em estufa a 37º C, por 18h, para avaliação e 

interpretação dos resultados, incluindo, neste caso, a confirmação da resistência na amostra de 

MRSA e a dimensão do halo de inibição do crescimento. Conhecendo-se esses dois últimos 

parâmetros e a concentração molar da ampicilina que provoca halo de inibição total do 

crescimento bacteriano, serão realizados cálculos para definir quantas bactérias foram mortas nos 

halos correspondentes e, por conseguinte, quantas moléculas do antibiótico estavam disponíveis 

para cada célula bacteriana.  

Para obtenção desses resultados foram feitos um total de quatro repetições para cada substância. 
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5- Resultados 

 

Conforme foi organizada a sequência de apresentação do tópico Materiais e Métodos, os 

resultados estão mostrados de forma equivalente.  

 

5.1 - Preparo e quantificação das amostras bacterianas 

Em referência aos itens 4.1, 4.2 e 4.3, os resultados estão mostrados na figura 8, mostra o 

esquema de diluição para contagem de UFC, a partir da cultura bacteriana, previamente ativada 

para alcançar a fase log. de crescimento.  

 

Figura 8 - representação artística do processo de diluição adotado nos experimentos e apresentação de um resultado 

de contagem de UFC baseado no método de diluição para quantificação múltipla. 

 

Na observação da placa de Petri da foto acima podem ser contadas 6 e7 colônias na área que 

recebeu 10 µL da cultura bacteriana da diluição 10
-7

. Portanto, se na diluição 10
-7

 foram 

contadas, na média, 6,5 UFCs, então a suspensão original continha: 6,5 X 10
7 

UFCs por 10µL e, 

consequentemente, 6,5 X10
9 

UFCs por mL. 
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5.2- Resultados dos estudos com PHMB. 

 

5.2.1- Procedimentos teóricos com PHMB 

Os resultados dos ensaios teóricos referentes aos cálculos para definir a quantidade de moléculas 

de PHMB presentes em 10µL de uma solução diluída a partir da concentração 0,2% estão 

mostrados no quadro 2. Nesse quadro o destaque está para os valores apresentados na última linha, 

pois correspondem à quantidade moléculas de PHMB contidas em cada 10µL das diluições 

utilizadas nas diversas etapas deste trabalho.  

 

Quadro 2 cálculo do número de moléculas de PHMB, em 10 µL das soluções diluídas a partir da 

concentração 0,2%. 
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5.2.2-Resultados do teste da ação germicida com amostras não lavadas  

 

Como resultado dos experimentos descritos no item 4.5.1, os resultados mostrados na figura 9 

apresentam o aspecto de uma cultura de S. aureus (amostra30), não lavada, tratada com as 

diferentes concentrações de PHMB. Neste ensaio, foram usadas diluições no intervalo entre 1:16 

e 1:32, frente a um tapete celular contendo 5.013.367 UFC/cm
2
.  A diluição 1:32 mostra uma 

inibição parcial, portanto não permite definir quantas UFC foram mortas na zona de inibição. A 

diluição 1:28 o resultado sugere que 2.647.559 UFC foram mortas.  

 

               Concentração inicial da preparação de PHMB era 0,2% 

 

 

Figura 9- Resultado para definição preliminar de efeito das moléculas de PHMB contidas em 10µL da 

solução, sobre S. aureus (amostra 30), com atenção especial à diluição do germicida que promove a morte de 

todas as UFC existentes no halo de inibição do crescimento. 

 

 

No quadro 3 estão detalhados os resultados do cálculo teórico para definir quantas moléculas de 

PHMB ocupam uma área equivalente à média de uma superfície ocupada por uma única célula 

de S.aureus.  Com esses procedimentos ficou demonstrado que 12.279.941 moléculas de PHMB 

foram disponibilizadas nas áreas ocupadas por cada uma das bactérias contidas no halo de 

inibição.  

Neste ensaio, a ocupação populacional da área do halo de inibição mantinha uma relação de uma 

célula de S.aureus para cada 4,6 de Área Equivalente. No quadro 3 complemento da figura 9 

mostra a quantidade de moléculas de PHMB que ocupam uma área equivalente a uma célula de 

S. aureus e a relação entre o número de Áreas equivalentes e o número de UFC que ocupava a 

área do halo. 
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Quadro 3 complemento da figura 9, mostra a quantidade de moléculas de PHMB que ocupam 

uma área equivalente a uma célula de S. aureus e a relação entre o número de Áreas equivalentes 

e o número de UFCs que ocupava a área do halo. 

 

  Os resultados apresentados no quadro 4 mostram que, a população bacteriana, não lavada, que 

cobria a camada do meio de cultura na placa de Petri continha 2.840.355 UFC/cm
2
, onde cada 

Área Equivalente à Superfície de um S.aureus continha 5.936.884 moléculas de PHMB e o 

espaçamento populacional era de uma bactéria em cada 53 AES. Essa suspensão continha 

(300.000.000 UFCs\mL). Sendo distribuído 0,5mL, (equivalente a 150.000.000 UFCs), na 

superfície da placa de Petri com área de 52,8103 cm
-2

, ou seja, cada cm
-2

 recebem 2.840.355 

UFCs. 
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Quadro 4 PHMB em diferentes concentrações, frente a uma população de S. aureus não lavadas. 

 

 

5.2.3 - Teste da ação germicida em células Lavadas 

Os resultados destes testes são referentes ao item 4.5.3estão mostrados nas figuras 10 A e B. 

Nestes ensaios a suspensão bacteriana foi lavada com diferentes diluentes e resusspensão em 

solução salina.  A suspensão controle foi usada apenas após ser diluída em solução salina. 

 

                   

Figura 10 A e B - imagem ilustrativa do resultado de um ensaio para definição da relação entre a quantidade de 

moléculas de PHMB que interagem com uma única célula de S. aureus BMB 9393  

 

Como  os Quadros 5a, 5b e 5c abrangem um grande conteúdo de referenciais, por isso está 

representado três unidades.  Esses quadros apresentam os efeitos das moléculas de PHMB em 

preparações bacterianas que foram, previamente, lavadas para remoção dos resíduos celulares ou 

resquícios do meio de cultura, notadamente, componentes que interferem na ação catiônica das 
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moléculas de PHMB. Nos quadros, os destaques estão apresentados em negrito. O destaque especial 

cabe à amostra de S.aureus (BMB 9393) lavada com salina, onde foi encontrado que cada uma das 

células podia ser morta com uma quantidade de 3,6x10
6 

moléculas de PHMB, numa área onde o 

espaçamento populacional era de uma bactéria para cada 53 AES.   
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5.2.4- Teste Germicida em 30 minutos  

Os resultados deste teste são referentes ao item 4.5.3 estão apresentados no quadro 6.  Neste teste, 

diferentes concentrações de bactérias foram suspensas em solução salina e depois misturadas com 

diferentes concentrações de PHMB, durante 30 minutos. Os resultados mostram que existe uma 

relação direta entre quantidade de bactérias e quantidade do germicida, quando as preparações 
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foram testadas com diluições equivalentes, na base 2.  Os destaques estão apresentados em cores 

nas células da tabela, que demonstra que há uma influência conjunta, envolvendo tanto o germe 

quanto do agente germicida, e nos números realçados que mostram a influência das concentrações 

do germicida sobre uma mesma população bacteriana (quadro 6) 

 

 

    Quadro 6 - Resultado da interação PHMB - S. aureus, durante 30 minutos, (50 µL de suspensão                     

bacteriana em diferentes concentrações de PHMB misturada com 50µL das concentrações de 

PHMB. 

 

 

 

 

 

 

 

5.3. -Teste com antibiótico - Ampicilina. 

5.3.1 - Procedimentos teóricos com a Ampicilina 

Os resultados referentes aos experimentos descritos no item 4.6.1 estão apresentados na quadro 7. 

Por meio de procedimentos teóricos foi possível estabelecer a quantidade de moléculas de 

Ampicilina contida em cada 10 µL das diferentes concentrações do antibiótico. A preparação 
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original consistiu de uma solução contendo 100 mg/mL, concentração esta que foi transformada 

em Molaridade para depois serem definidas quantas foram usadas nos teste frente a uma amostra 

de S.aureus (amostra 30), que para ser usada nos testes eram previamente preparada e quantificada 

por UFC, conforme descrito nos item 4.1 e 4.2.   

 

Quadro 7 cálculo para definição do número de moléculas de antibiótico usado em cada ensaio. 

Peso molecular (PM) da Ampicilina= 349, 406 

 

Quadro 7  - Cálculo do número de moléculas de Ampicilina, por 10 µL nas diluições a partir da 

concentração 100 mg/mL  

 

 

5.3.2 - Procedimentos Experimentais com a Ampicilina: 

No quadro 7 está ilustrado o resultado do teste de quantificação para definir a quantidade de 

moléculas de Ampicilina que gerou a morte do total de bactérias, previamente, contidas nos 

halos de inibição observados. Em função da dimensão da régua na figura foi calculado o 

diâmetro dos halos de inibição. Depois foram feitos os cálculos de acordo com os procedimentos 

de avaliação do efeito germicida descritos no item 4.5.2. 
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Figura 11: Resultado do teste de antibiose onde a preparação de S. aureus, amostra 30, frente as concentrações 

de ampicilina, nas concentrações de 10 e 1µg/ 10µL. Cada cm
2
 da superfície da placa continha 3.067.583 UFC 

 

 

Com base nos resultados apresentados na figura 11 foi possível definir a quantidade de moléculas 

de Ampicilina que foram disponibilizadas para geração das duas zonas de antibiose. Nestes 

resultados encontram-se como destaque o halo de inibição gerado por uma proporção de 

365.489.334 moléculas de Ampicilina disponibilizadas para cada célula de S.aureus, contida na 

área do halo. Enquanto, com a segunda amostra de S.aureus (amostra 30) estavam 

disponibilizadas 1.788515499 moléculas de Ampicilina para cada UFC.    
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Quadro 8 - Resultado dos experimentais e teóricos para determinação do número provável de 

moléculas de Ampicilina disponível para cada célula de S. aureus no modelo experimental usado 

neste trabalho. Peso molecular (PM) da Ampicilina=349,406 
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6-DISCUSSÃO 

Conforme foi organizada a sequência de apresentação do tópico resultados, os itens da discussão 

estão mostrados de forma equivalente.  

 

6.1 - Sobre o preparo e quantificação das amostras bacterianas 

 

Em relação aos os resultados que estão mostrados na figura 8, os autores (Pignatari et al. 1990) 

ressaltam a importância desse procedimento como etapa crítica para a avaliação experimental de 

agentes germicidas. Essa recomendação também corroborada por (Luna et al. 2010), e assim 

justificamos o embasamento de nossos experimentos. Cabe ressaltar que o método adotado neste 

trabalho, gera ganho temporal e econômico nos procedimentos, se comparados aos dos citados 

autores, sem comprometer a acuidade da quantificação bacteriana, cabe ainda salientar que a 

principal exigência no método é assegurar que a cultura bacteriana, esteja previamente ativada, 

ou seja, em fase logarítmica de crescimento. 

 

6.2- Moléculas de PHMB presentes em 10µL 

Os cálculos efetuados, a partir da definição da Molaridade das soluções de PHMB usadas   nos 

teste, serviram para determinar a relação entre o número de moléculas de PHMB por UEA da 

superficie dos S.aureus. Com esse parâmetro o objetivo do trabalho foi alcançado dom êxito.      

 

6.2.1 - Procedimentos teóricos com PHMB 

 

A finalidade deste tópico foi facilitar a execução dos cálculos que definiram a quantidade de 

moléculas de PHMB presentes em 10µL de uma solução diluída, a partir da concentração 0,2% 

mostrada no quadro 2. O uso desses dados é fruto do trabalho disponibilizado pela Comissão 

Européia para segurança da saúde e dos alimentos, em 2017, que apresentou o peso molecular 

das PHMB, variando entre 2.300 e 3.100, peso este que foi adotado neste trabalho (SCCS, 2017).  

Com base no cálculo de molaridade e no Número de Avogadro, foi possível estabelecer a 

quantidade moléculas de PMHB contidas em cada 10µL das diluições utilizadas nas diversas 

etapas deste trabalho. Entretanto reconhecemos que há limitação na definição do peso molecular 

das moléculas de PHMB, Para compensar essa margem de erro, nos cálculos do número de 

moléculas foi utilizado como peso molecular a média entre os dois valores, ou seja, 2.700. 
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6.2.2- Ensaio de PHMB com amostras bacterianas não lavadas figura 9 quadro 3 

 

A utilização dos resultados dos experimentos mostrados na figura 10 com a cultura de S. aureus 

(amostra30), para definir quantitativamente a interação PHMB-bactéria pôde ser considerada 

pelo fato de, haver o prévio conhecimento do volume de suspensão bacteriana que ficava retido 

na placa teste.  Dessa maneira eram calculadas quantas bactérias ocupavam cada cm
2
 da 

superfície do meio de cultura, e, por conseguinte, quantas bactérias ocupavam a área da zona de 

inibição do crescimento gerado por cada diluição de PHMB testada. Para efeito de cálculo de 

eficiência foi considerada a maior diluição de PHMB que provocava a morte de todas as 

bactérias existentes no halo de inibição.   

 

6.2.3-Ensaio de PHMB com amostras bacterianas lavadas. 

 

Os resultados destes testes nas figuras 10 A e B estão representados nos quadros 5 a, b e c. 

Apresentam como principal diferença dos testes efetuados com as amostras não lavadas o fato do 

efeito do germicida das moléculas de PHMB aparecer até na diluição 1:64 entendendo esses 

resultados como decorrente da ausência de debris celulares ou resíduos do meio de cultura, 

elementos estes que, por suas cargas negativas, reduzem a eficácia das moléculas de PHMB. Ao 

adotar a unidade de Áreas Equivalentes à área de uma célula de Staphylococcus foi possível 

justificar um novo parâmetro para definir a quantidade efetiva de moléculas de PHMB, necessária 

para matar cada uma das células de S.aureus.  Nesse caso, podemos propor que, com a amostra de 

S.aureus lavada com salina, cada uma das células podia ser morta com uma quantidade de 3,6x10
6 

moléculas de PHMB, independente do espaçamento populacional na área do halo. A suspensão 

bacteriana que foi submetida ao neutralizador do PHMB não apresentou alteração em relação  aos 

testes sem neutralizador. 

6.2.4- Teste da Interação PHMB - bactéria, por 30 minutos. 

 

Os resultados apresentados no quadro 6 permitiram demonstrar que existe uma correlação direta 

entre o número de células e o número de moléculas usadas nos ensaios.  

Pelo posicionamento das células, pode-se ser imaginar uma linha reta unindo os vértices destas 

células, sugerindo assim a existência de uma correlação direta entre a concentração de germes e a 

concentração do germicida.  Esta proposição é também corroborada no ensaio envolvendo a 
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concentração de 25.000 UFC/10µL frente às quantidade de moléculas de PHMB contidas nas 

diluições 1:32, 1:64 e 1:128. 

6.3 - Procedimentos com Ampicilina 

 

6.3.1- Procedimentos teóricos com Ampicilina 

Os resultados apresentados no quadro7 foram decorrentes de procedimentos teóricos visando 

definir a quantidade de moléculas de Ampicilina contida em cada 10µL das concentrações do 

antibiótico usadas nos testes em correlação coma molaridade da solução, o que permitiu utilizar o 

cálculo das moléculas pelo número de Avogadro.   

 

6.3.2-Procedimentos experimentais com Ampicilina 

Os resultados apresentados na figura 11 sugerem que é possível ser feita uma quantificação 

estimativa mostrando o quanto de moléculas de ampicilina estão envolvidas com o aparecimento 

do halo de inibição do crescimento de uma população susceptível. No caso das duas amostras de 

S.aureus 30 usadas neste estudo, está demonstrado que não houve aparecimento de colônias 

resistentes na zona do halo de inibição. O modelo de estudo adotado neste ensaio somente permite 

estimar a proporção de moléculas de ampicilina que foram disponibilizadas para cada célula de S. 

aureus, contida na área do halo.  Há muitos fatores interferentes ainda a serem caracterizados haja 

vista que foi encontrado um valor de 365.489.334 moléculas de ampicilina num ensaio e 

1.788.515.499em outro. Considerando que a solução do antibiótico chega à área das bactérias 

como uma enxurrada em todas as direções e as moléculas, são incorporadas ao meio de cultura, 

depois que a gota seca e, por difusão passiva, continuam a expansão centrífuga, diminuindo 

gradualmente a concentração no local da aplicação.  Esse efeito difusivo diferencia do efeito das 

moléculas de PHMB que cobrem as células bacterianas, como um manto. 

 

Considerando a quantidade de moléculas de ampicilina que foram disponibilizadas para gerar as 

duas zonas de inibição observadas na figura 11 e os números destacados no quadro 8, pode ser 

notado que a relação entre a quantidade de moléculas do antibiótico disponibilizadas para cada 

bactéria e da ordem de milhões (10
9
) e que cada comprimido de 500 miligramas carrega 861x10

18 

moléculas de Ampicilina. Esses parâmetros são apenas o embasamento para uma grande jornada 

em busca da ampliação do conhecimento. 
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7- CONCLUSÕES: 

 

Conforme proposto nos objetivos deste trabalho, o conjunto de procedimentos teóricos e 

experimentais aplicados na busca pelos resultados nos permite apresentar como conclusão que: o 

menor número de moléculas de Polihexametileno Biguanida necessária para matar uma única 

célula de S. aureus (BMB 9393) é estimado como sendo 3,61X10
6
 e para provocar a morte de uma 

célula de S.aureus com a Ampicilina mostrou-se necessário, pelo menos, 3X10
8 

moléculas, mas, 

com uma quantidade média estimada em 886.279.492. Esses resultados sugerem, portanto, a 

eficiência do antisséptico PHMB para indução de morte dos Staphylococcus aureus (BMB9393), 

sem o aparecimento de bactérias com resistência. Pelas repetições dos testes sem que houvesse a 

presença de UFC após a aplicação do germicida PHMB. A cepa de S. aureus (amostra 30), ainda 

se mostrou sensível à ampicilina. 
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