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RESUMO

O uso de substancias que neutralizam a acdo de agentes quimicos
antimicrobianos tem sido recomendado para avaliar o potencial de acdo
de desinfetantes. Para desinfetantes fenolicos e de amdnio quaternario,
recomenda-se o emprego de meios de cultura (Letheen dgar ou caldo
Letheen) — contendo lecitina e tween 80 como neutralizantes.

A agdo neutralizadora do caldo L.etheen, preparado com lecitina
de soja ndo purificada, sobre a atividade antimicrobiana de desinfetan-
tes, foi testada em vérias diluigGes de um desinfetante 4 base de amonio
quartendrio e dois desinfetantes fenélicos. Os resultados confirmam a
acdn neutralizadora do caldo Letheen sobre os desinfetantes testados,
mesmo quando preparado com lecitina de soja ndo purificada, sugerin-
do o uso desta substdncia como alternativa para os problemas encontra-
dos na obtengdo e ou preparacdo deste meio.

ABSTRACTS

The utilization of substances that might neutralize antimicrobial
chemical agents action has been recomended to evaiuate disinfectantes
action potential. For phenolic and quaternary ammonium disinfectantes
has been suggested cuiture media (agar Letheen or Letheen broth}
enclosing lecitin and tween 80 as neutralization agent.
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The neutralization action of the Letheen broth prepared with
umpurifyed soja lecitin on disinfectants antimicrobial activity was
tested using phenolic and quaternary ammonium dilutions. The results
obtained confirm the Letheen broth neutralization action over the
tested disinfectants even prepared with umpurifyed soja lecitin sugges-
ting the use of such substance as an alternative concerning the acquire-
ment and preparation of this media.

INTRODUGAO

~ Os desinfetantes quimicos sdo rotineiramente usados na satde
plblica, hospitais, laboratérios e clinicas, numa tentativa de se reduzir a
contaminagdo microbiana nestas areas, ja que as mesmas podem se trans-
formar em reservatorios de infecgBes. Assim torna-se necessdrio uma
avaliagdo da eficacia de agdo dos vérios desinfetantes existentes no mercado.

Segundo BRANSON (1972), a avaliacdo da atividade antimi-
crobiana de desinfetantes é feita empregando-se substdncias que neutra-
lizam a agdio dos mesmos sobre os microrganismos. Para os desinfetantes
halogenados e a base de metais pesados, utiliza-se como neutralizante o
tioglicolato a 0,05%, para desinfetantes fendlicos e germicidas ativos em
superficie, a base de amdnio quaterndrio, recomenda-se 0,07% de lecitina
mais 0,5% de polisorbato, ou ainda 10% de soro.

Viérios autores estudaram a acdo neutralizante da lecitina e do
tween 80 sobre a acdo antimicrobiana dos desinfetantes fendlicos e de
aménio quaternirio, QUISNO e cols. (1946), (tilizando vérias diluicdes de
um sal de amdnio quaternario, obtiveram resultados positivos para a leci-
tina e tween 80 como neutralizantes da agdo bacteriostatica desta substén-
cia. ERLANDSON e LAURENCE (1953), testando a agdo neutralizadora
do tween 80 sobre o hexaclorofeno e outros desinfetantes fendlicos, suge-
riram o uso deste composto na diferenciagdo entre a atividade bactencnda e
bacteriostdtica de certos agentes antimicrobianos.

Esta propriedade da lecitina e do tween 80 neutralizar desin-
fetantes fendlicos e de amdnio quaternario, tem sido utilizada também nas
pesquisas sobre contaminacdo e infecgdo hospitalar. Assim VESLEY e
MICHAE LSEN (1964), utilizando um meio de cultura contendo lecitina e
tween 80 (Letheen -dgar), coletaram. microrganismos antes e depois da
limpeza e esterilizagdo de superficies de dreas hospitalares, e, verificaram o
grau de contaminagdo destas dreas pela contagem das colnias presentes no
meio, apds incubagdo das placas. Usando uma técnica semethante, o Co-
mité sobre Contaminacio Bacteriana (VESLEY e cols., 1970), estudou a
eficicia dos. diversos processos de limpeza e esterilizagdo de superficie
hosputalares classificando-os em bom, razodvel e fraco, conforme o nd-
mero de coldnias bacterianas presentes no Letheen dgar. BRUMMER
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{1976), simulando as condiges de uso dos desinfetantes, confirmou a ac¢do
neutralizadora do Letheen dgar sobre a acdo bacteriostatica de trés desin-
fetantes, recomendando a utilizagdo deste meio na detec¢do de microrga-
nismos contaminantes de superficies.

(0] presente trabalho tem como objetivo, testar a agdo neutra-
lizante do caldo Letheen sobre a atividade antimicrobiana de desinfetantes,
usando na sua preparagdo lecitina de soja ndo purificada, como alternativa
para as dificuldades encontradas na obtencdo e preparacdo destes meios de
cultura.

MATERIAL E METODOS

A agdo neutralizadora da lecitina e do tween 80 a agdo anti-
microbiana de desinfetantes, foi realizada empregando-se o método de
QUISNO e cols: (1946), em que diluicBes do desinfetante testado sdo
adicionadas em caldo Letheen e caldo simples, acrescentados de uma cul-
tura de 24 horas de Staphylococcus aureus e incubados a 37°C por 48
horas.

Letheen é o meio de cultura que contém a lecitina e o tween
80, e sua férmula e método de preparacdo sio os seguintes:

Extrato de carne {Difco) . ............... 5,09
Peptona (Difco) . ..................... 10,09
NaCl. ... .. i 5,0g
Lecitina (Drogasil) . ............... «... 0,79
Tween80 (Merck). ..............o. ... 5,09
Aguadestilada........................ 1000m|

A lecitina e o tween 80 sio adicionados a cerca de 400ml de
dgua destilada quente. A mistura é fervida rapidamente. Os outros ingre-
dientes sdo dissolvidos separadamente e adicionados a mistura de lecitina e
tween, quando esta ja estiver fria. Este caldo é entdo fervido por 10 minu-
tos, filtrado, o pH ajustado entre 6,8 e 7,0, e o volume completado para
1000mi com dgua destilada. A seguir o caldo é distribuido em tubos de
ensaio, 10ml em cada tubo..Os tubos sdo tampados com chumaco de
algod3o hidréfobo e autoclavados a 120°C por 20 minutos.

Foi utilizada lecitina de soja acondicionada em cépsula gelati-
nosa de 500mg (Drogasil).

Para a preparag:ao do caldo SImpIes a formula e 0 método sdo
0s seguintes:

Extrato de carne (Difco) ............... 5,0g
Peptona(Difco)...........,....V.'.....‘10,Og
NaCI .......................... 5,0g
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Os ingredientes sdo adicionados a cerca de 400m! de dgua des-
tilada e aquecidos até a dissolucio completa. Apds a dissolugdo o caldo é
fervido por 5 minutos, filtrado, o pH ajustado entre 7,4 ¢ 7,6 e 0 volume
completado para 1000ml com 4gua destilada. A seguir o caldo é distri-
bufdo em tubos de ensaio, colocando-se 10ml em cada tubo. Os tubos sdo
tampados com chumago de algodédo hidréfobo e autoclavados a 120°C por
20 minutos.

Foram testados trés desinfetantes: um a base de aménio qua-
terndrio — Duo Cide SP (Formaldefdo-dicool, cloreto de Benzetdnio, Is-
to-octil-fenoxi-polietoxi-etanol), e dois fendlicos — Duplofen e Germpol
(ortobenzilparaclorofenol, paraterciario butil fenol).

As diluicBes feitas com cada desinfetante foram as seguintes:
1/1000, 1/1500, 1/2000, 1/20.000, 1/40.000, 1/50.000, 1/100.000,
1/120.000 e 1/140.000. Com os desinfetantes a base de fenol foram feitas
duas dilui¢Bes adicionais: 1/200 € 1/500.

Para avaliagdo da capacidade neutralizadora do Letheen, 1ml
de cada diluigio do desinfetante foi adicionada a 10ml do caldo Letheen, e
1m! da mesma diluicio a 10ml do caldo simples. Os tubos foram entdo
inoculados com. 0,1ml de uma cultura de 24 horas de Staphylococcus
aureus e incubados a 37°C por 48 horas.

Apds a incubaciio, verificou-se o crescimento do microrga-
nismo pela turbidez do meio, peio exame microscépico das culturas, atra-
vés da coloracio pelo Gram, e pelo repique das culturas em dgar simples,
com posterior incubagio a 37°C por 48 horas.

Para verificar se a acdo do desinfetante era bactericida ou
bacteriostatica, realizou-se com os resultados negativos uma contra prova,
. . ! o

semeando-os em caldo simples, e incubando-os a 37 C por 48 horas.

RESULTADOS

Os resultados para o desinfetante a base de amdnio quaterndrio
estdo apresentados na Tabela I.

Pelos resultados observa-se que o desinfetante inibiu o cresci-
mento do S. aureus até uma diluicio de 1/5000, e que o Letheen
neutralizou a ‘acdo deste desinfetante até a diluicdo minima testada, ou
seja, 1/1000.

Uma turbidez nitida do caldo simples, apare'ce"u a partir da
diluicdo 1/50.000. Pelo exame microscopico verificou-se auséncia de S.
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aureus nas diluicdes 1/1000, 1/1600, 1/2000 e 1/5000, e presencga de
estafilococos esparsos nas diluicdes 1/20.000 e 1/40.000. Estafilococos
abundantes apareceram a partir da diluigdo 1/50.000. Ndo se observou
crescimento de microrganismos nas culturas em dgar simples e em caldo
simples, realizados a partir das dilui¢cdes 1/1000, 1/1500, 1/2000 e 1/5000,
que haviam  apresentado resultados negativos para turbidez e exame
microscopico.

Tabela I. Efeito neutralizante do caldo Letheen sobre a agcdo antimicrobia-
na do Duo Cide Sp, verificado pela turbidez do meio, exame mi-
croscopio (coloragdo pelo Gram) e pela cultura em agar simples.

. Turbidez Exame Crescimento de
DiluigSes do Microscbpico colonias em
de Meio (Coloragdo p/ Gram)  Agar Simples

Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo

Desinfetante Letheen Simples Letheen Simples Letheen Simples

1/1000 ? {-) (+) (-) {+) (-)
1/1500 (+) (-) (+) (- (+) {—)
1/2000 (+) (-) (+) {—) (+) {—}
1/5000 (+) {-) {+) {—) {+) (-}
1/20.000 (+) ? (+) (+—) (+) {+)
1/40.000 {+) ? (+) (+-) (+) (+)
1/50.000 (+) (+) (+) (+) (+ (+)
1/100.000 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
1/120.000 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
1/140.000 {+) (+) (+) (+} (+) (+)

(+) Indica turbidez positiva, presenga abundante de cocos no exame microscopico e
crescimento de colonias em 4gar simples.

(?) Indica turbidez duvidosa.

(+ —) Indica presenca de cocos esparsos no.exame microscopico.

{—) Indica turbidez, exame microscépico e crescimento em agar simples negativos.

No meio contendo lecitina e tween 80 a turbidez foi caracte-
ristica em todas as diluicdes, exceto na diluicdo 1/1000. Entretanto, pelo
exame microscopico e pefa cultura em dagar simples, todas as diluigGes
apresentaram crescimento de microrganismos.

Os 'resultados para os desinfetantes fendlicos estdo apresenta-
dos na tabela I 1.
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Tabela 1. Efeito neutralizante do caldo Letheen sobre a a¢do antimicro-
biana dos desinfetantes Germpol e Duplofen, verificado pela tur-
bidez do meio, exame microscépico (coloracao pela Gram) e pela
cultura em agar simples.

Turbidez Exame Crescimento de
DiluicGes . . .
do microscdpico coldnias em
de Meio (Coloragdo p/ Gram)  Agar Simples
Desinfetantes Caldo Caldo Caldo Caldo Caido Caldo
Letheen Simples Letheen Simples Letheen Simples
1/200 (+) (—) {+) (-) (+) {(—)
1/500 (+) ? (+) (+ =) (+) (+)
1/1000 {+) ? {+) (+ ) (+) (+)
1/1500 {+) ? (+) (+-) (+) (+)
1/2000 (+} {+) (+) (+) (+) (+)
1/5000 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
1/20.000 (+) (+) {+) (+) (+) (+)
1/40.000 (+) {+) {+) (+) {+) {+)
1/80.000 () (+) (+) {+) (+) (+)
1/100.000 {+) (+) (+) (+) (+) (+)
1/120.000 (+) {+) {+) (+) {+) (+}
1/140.000 {+) (+) (+) {+) {+) {+)
LEGENDA:

(+) Indica turbidez positiva, presenga abundante de cocos no exame mocroscopico e
crescimento de coldnias em agar simples.

(?) Indica turbidez duvidosa.

(+ —) Indica presenca de cocos esparsos no exame microscopico.

(—) Indica turbidez, exame microscOpico e crescimento em &gar simples, negativos.

A turbidez, o exame microscipico e a cultura em agar simples,
revelaram presenca evidente de estafilococos em todas as diluicGes em
caldo Letheen.

No caldo simples ndo houve aparecimento de turbidez na di-
luicdo 1/2000, e esta turbidez ndo foi muito caracterizada nas diluicGes
1/1500, 1/1000 e 1/1500. A coloragdo pelo Gram demonstrou auséncia de
cocos na diluicdo 1/200, cocos esparsos nas diluicdes 1/500, 1/1000 e
1/1500, e os cocos abundantes a partir da diluicdo 1/2000. A cultura em
agar simples acusou crescimento em todas as dilui¢des exceto na diluicdo
1/200. A contra prova em &gar simples desta diluigdo, mostrou-se também
negativa para o crescimento dos microrganismos em teste.
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DISCUSSAO

As substancias antimicrobianas agem sobre os microrganismos
de duas maneiras: provocando sua morte — agdo bactericida, ou inibindo
seu crescimento — a¢do bacteriostética.

A adigio de substancias neutralizadoras ao meio de cultura,
tem sido o método empregado para se fazer uma distingdo entre agdo
bacteriostdtica e bactericida, na avaliagdo da atividade do desinfetante,
conforme demonstram as pesquisas efetuadas por QUISNO e cols., 1946;
ERLANDSON e LAWRENCE, 1953; MILLER e cols., 1973.

Os resultados de nossas experiéncias demonstram a acgdo
neutralizadora do caldo Letheen, preparado com lecitina de soja ndo puri-
ficada, sobre os desinfetantes 3 base de feno! e de aménio quaterndrio, nas
diluicGes em que eles mostraram alguma atividade antimicrobiana. Estes
resuttados estdo de acordo com aqueles obtidos por QUISNO e cols.
(1946), para a agSo neutralizadora do caldo Letheen sobre sais de aménio
quaternério, e, com aqueles obtidos por ERLANDSON e LAWRENCE
(1953), para a agdo neutralizadora de tween 80 sobre desinfetantes fend-
licos.

O Duo Cide Sp mostrou-se ativo até uma diluicdo de 1/5000,
entretanto, o aparecimento de uma turbidez pouco caracterizada e a pre-
senca de cocos esparsos na andlise microscopica das diluicSes 1/20.000 e
1/40.000, sugerem que nestas concentracdes ele seria um bacteriostatico.
O resultado positivo da cultura em &gar simples destas diluigSes, reforcam
esta suposicdo. As diluicGes 1/1000, 1/1500, 1/2000 e 1/5000, do Duo
Cide Sp, demonstram ag8o bactericida, pois a cultura em dgar simples e em
caldo simples foi negativa para estas dilui¢des.

O Germpol e Duplofen apresentaram atividade antibacteriana
na diluicdo 1/200; este resultado concorda parcialmente com os de
ERLANDSON e LAWRENCE (1953), para desinfetantes fenélicos. O néo
crescimento de microrganismos na cultura em 4gar simples e em caldo
simples, sugerem que estes desinfetantes teriam acfo bactericida em di-
luicBes menores que 1/200. Nas diluicdes 1/500, 1/1000 e 1/1500, o cres-
cimento de microrganismos foi baixo. Tal fato pdde ser comprovado pela
turbidez ndo caracteristica do meio, e pela presenca de poucos cocos no
exame microscopico. Além disso, o crescimento foi positivo para a cultura
em égar simples destas dilui¢des, o que sugere uma acdo bacteriostética.

Os resultados da agdo neutralizadora da lecitina e tween 80
sobre a atividade antimicrobiana dos desinfetantes fendlicos e de aménio
quaterndrio, confirmam o emprego destas substdncias na avaliagio do po-
tencial e do modo de agdo de desinfetantes deste tipo, bem como o uso do
Letheen d4gar nas pesquisas sobre contaminagio e infeccdo hospitatar
mesmo utilizando-se lecitina de soja n3c purificada, na preparacio deste
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meio. Todavia, os resultados para as concentragGes onde os desinfetantes
testados exerceriam acdo bactericida ou bacterisostdtica, indicam a ne-
cessidade de mais pesquisas, através de repeticoes do teste e da realizagao
de diferentes diluicOes. ‘
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