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RESUMO

o uso de substâncias que neutralizam a ação de agentes químicos
antimicrobianos tem sido recomendado para avaliar o potencial de ação
de desinfetantes. Para desinfetantes fenólicos e de amônio quaternário,
recomenda-se o emprego de meios de cultura (Letheen ágar ou caldo
Letheen) - contendo lecitina e tween80 como neutralizantes.

A ação neutralizadora do caldo Letheen, preparado com lecitina
de soja não purificada, sobre a atividade antimicrobiana de desinfetan-
tes, foi testada em várias diluições de um desinfetante à base de amônio
quartenário e dois desinfetantes fenólicos. Os resultados confirmam a
açãn neutralizadora do caldo Letheen sobre os desinfetantes testados,
mesmo quando preparado com lecitina de soja não purificada, sugerin-
do o uso desta substância como alternativa para os problemas encontra-
dos na obtenção e ou preparação deste meio.

ABSTRACTS

The utilization of substances that might neutralize antimicrobial
chemical agents action has been recomended to evaluate disinfectantes
action potential. For phenolic and quaternary ammonium disinfectantes
has been suggested culture media (agar Letheen or Letheen broth)
enclosing I,ecitin 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 preJjaration of this media.

INTRODUÇÃO

Os desinfetantes químicos são rotineiramente usados na saúde
pública, hospitáis, laboratórios e clínicas, numa tentativa de se reduzir a
contaminação microbiana nestas áreas, já que as mesmas podem se trans-
formar em reservatórios de infecções. Assim torna-se necessário uma
aval iação da eficácia de ação dos vários desinfetantes existentes no mercado.

Segundo BRANSON (1972). a avaliação da atividade antimi-
crobiana de desinfetantes é feita empregando-se substâncias que neutra-
lizam a ação dos mesmos .sobre os microrganismos. Para os desinfetantes
halogenad9s e a base de metais pesados, utiliza-se como neutralizante o
tioglicolato a 0,05%, para desinfetantes fenólicos e germicidas ativos em
superHcie, à base de amônio quaternário, recomenda-se 0,07% de lecitina
mais 0,5% de polisorbato, ou ainda 10% de soro.

Vários autores estudaram a ação neutralizante da lecitina e do
tween 80 sobre a ação antimicrobiana dos desinfetantes fenólicos e de
amônio quaternário, QUISNO e cols. (1946), utilizando várias diluições de
um sal de amônio quaternário, obtiveram resultados positivos para a leci-
tina e tween 80 como neutralizantes da ação bacteriostática desta substân-
cia. ERLANDSON e LAURENCE (1953). testando a ação neutralizadora
do tween 80 sobre o hexaclorofeno e outros desinfetantes fenólicos, suge-
riram o uso deste composto na diferenciação entre a atividade bactericida e
bacteriostática de certos agentes anti microbianos.

Esta propriedade da lecitina e do tween 80 neutralizar desin-
fetantes fenólicos e de amônio quaternário, tem sido utilizada também nas
pesquisas sobre contaminação e infecção hospitalar. Assim VESLEY e
MICHAE LSEN (1964). utilizando um meio de cultura contendo lecitina e
tween 80 (Letheen ágar). coletaram microrganismos antes e depois da
limpeza e esterilização de supertrcies de áreas hospitalares,e, verificaram o
grau de contaminação destas áreas pela contagem das colônias presentes no
meio, após incubação das placas. Usando uma técnica semelhante, o Co-
mitê sobre Contaminação B.acteriana (VESLEY e cols., 1970). estudou a
eficácia dos diversos processos de limpeza e esterilização de superfl'cie
hospitalares, classificando-os em bom, razoável e fraco, conforme o nú~
mero de colônias bactedanas presentes no Letheen ágar. BR UMME R
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(1976), simulando as condições de uso dos desinfetantes, confirmou a ação
neutralizadora do Letheenágar sobre a ação bacteriostática de três desin-
fetantes, recomendando a utilização deste meio na detecção de microrga-
nismos contaminantes de superfícies.

O presente trabalho tem como objetivo, testar a ação neutra-
lizante do caldo Letheen sobre a atividade antimicrobiana de desinfetantes,
usando na sua preparação lecitina de soja não purificada, como alternativa
para as dificuldades encontradas na obtenção e preparação destes meios de
cultura.

MATERIAL E MÉTODOS

A ação neutralizadora da lecitina e do tween 80 a ação anti-
microbiana de desinfetantes, foi realizada empregando-se o método de
QUISNO e cols. (1946), em que diluições do desinfetante testado são
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 fórmula e método de preparação são os seguintes:

Extrato de carne (Difco) . . . . . . . . .. . . . . .. 5,Og
Peptona (Difco) , . . . ',' . . .. . . . . . . . .. . . . 10,Og
NaCI. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

"
5,Og

Lecitina (Drogasil) . . . . . . . . . . . .. . . . .. .. O,7g
Tween 80 (Merck). . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 5,Og
Água destilada. . .. . . . . . . . ;. . .. .. . . . . . .1000ml

'A lecitina e o tween 80 são adicionados à cerca de 400ml de
água destilada quente. A mistura é fervida rapidamente: Os outros ingre-
dientes são dissolvidos separadamente e adicionados à mistura de lecitina e
tween, quando esta já estiver fria. Este caldo é então fervido por 10 minu-
tos, filtrado, o pH ajustado entre 6,8 e 7,0, e o volume completado para
1000ml com água destilada. A seguir o caldo é distribu(do em tubos de
ensaio, 10ml em cada tubo., Os tubos são tampados com chumaço de
algodão hidrófobo e autoclavados a 120°C por 20 minutos.

Foi uti lizada lecitina de soja acondicionada em cápsula gelati-
nosa de 500mg (Drogasil).

Para a preparação do caldo simples, a fórmula e o método são
os seguintes: .

Extrato de carne (Difco) . . . . . . . . . . . . . .. 5,Og
Peptora (Difco) , .10,Og

.NaCI.. ',.' . , . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 5,Og
Água desti lada . . . . . . . . . . .

'.' . . . . . . . . . . 1000ml

---
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Os ingredientes são adicionados a cerca de 400ml de água des-
tilada e aquecidos até a dissolução completa. Após a dissolução o caldo é
fervido por 5 minutos, filtrado, o pH ajustado entre 7,4 e 7,6 e o volume
completado para 1000ml com água destilada. A seguir o caldo édistri-
buído em tubos de ensaio, colocando-se 10ml em cada tubo. Os tubos são
tampados com chumaço de algodão hidrófobo e autoclavados a 120°C por
20 minutos.

Foram testados três desinfetantes:. um à base de amônio qua-
ternário - Duo Cide SP (Formaldeído-álcool, cloreto de Benzetônio, Is-
to-octil-fenoxi-polietoxi-etanol), e dois fenólicos - Duplofen e Germpol
(ortobenzilparaclorofenol, paraterciário butil fenol).

As diluições feitas éom 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 diluições adicionais: 1/200 e 1/500.

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

Após a incubação, verificou-se o crescimento do microrga-
nismo pela turbidez do meio, pelo exame microscópico das culturas, atra-
vés da coloração pelo Gram, e pelo repique das culturas em ágar simples,
com posterior incubação a 37°C por 48 horas.

Para verificar se a ação do desinfetante era bactericida ou
bacteriostática, realizou-se com os resultados negativos uma contra prova,
semeando-os em caldo simples, e incubando-os a 37°C por 48 horas.

RESULTADOS

Os resultados para o desinfetante a base deamânio quaternário
estão apresentados na Tabela I.

Pelos resultados observa-se que o desinfetante inibiu o cresci-

mento do S. aureus até uma diluição de 1/5000, e que o Letheen
neutralizou a ação deste desinfetante até a diluição mínima testada, ou
seja, 1/1000.

Urna turbidez nítida do caldo simples, âpareceu a partir da

diluição 1/50.000. Pelo exame microscópico verificou-se ausência de S.

--~..-----



Tabela I. Efeito neutralizante do caldo Letheen sobre a ação antimicrobia-
na do Duo Cide Sp, verificado pela turbidez do meio, exame mi-
croscópio (coloração pelo Gram) e pela cultura em ágar simples.

Turbidez Exame Crescimento de
Diluições

do Microscópico colonias em

de Meio (Coloração p/ Graml Agar Simples

Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo
Desinfetante Letheen Simples Letheen Simples Letheen Simples

1/1000 ? H (+1 H (+) H
1/1 500 (+) H (+1 H (+) H
1/2000 (+) (-) (+) H (+) H
1/5000 (+) H (+) (-) (+) (-I

1/20.000 (+) ? (+) (+-) (+1 (+)

1/40.000 (+) (+) (+ -) (+) (+)

1/50.000 (+) (+) (+) (+1 (+) (+)

1/100.000 (+) (+) (+) (+) (+) (+)

1/120.000 (+) (+) (+) (+) (+) (+)

1/140.000 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
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aureus nas diluições 1/1000, 1/1500, 1/2000 e 1/5000, e presença de
estafilococos esparsos nas diluições 1/20.000 e 1/40.000. Estafilococos
abundantes apareceram a partir da diluição 1/50.000. Não se observou
crescimento de microrganismos nas culturas em ágar simples e em caldo
simples, realizados a partir das diluições 1/1000, 1/1500, 1/2000 e 1/5000,
que haviam apresentado resultados negativos para turbidez e exame
microscópico.

(+) Indica turbidez positiva, presença abundante de cocos no exame microscópico e
r.rescimento de colonias em ágar simples.
(?) Indica turbidez duvidosa.
(+ -) Indica presença de cocos esparsos no exame microscópico.
(-) Indica turbidez, exame microscópico e crescimento emágar simples negativos.

Nomeio contendo lecitina e tween 80 a turbidez foi caracte-
rística em todas 'as diluições, exceto na diluição 1/1000. Entretanto, pelo
exame microscópico e pela cultura em ágar simples, todas as diluições
apresentaram crescimento de microrganismos.

Os 'resultados para os deisinfetantes fenólicos estão apresenta-
dos na tabela 11.

-,~-- ------



Turbidez Exame Crescimento de
Diluições

do microsc6pico colônias em

de Meio (Coloração pl Gram) Agar Simples

Desinfetantes Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo 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, presença abu~dante de cocos no exame mocroscópico e
crescimento de colônias em ágar simples.
(?) Indica turbidez duvidosa.
(+ -) Indica presença de cocos esparsos no exame microscópico.
(-) Indica turbidez, exame microscópico e crescimento em ágar simples, negativos.
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Tabela 11. Efeito neutralizante do caldo Letheen sobre a ação antimicro-
biana dos desinfetantes Germpole Duplofen, verificado pela tur-
bidez do meio, exame microscópico (coloração pela Gram) e pela
cultura em ágar simples.

A turbidez, O exame microscópico e a cultura em ágar simples,
revelaram presença evidente de estafilococos em todas as diluições em
caldo Letheen.

No caldo simples não houve aparecimento de turbidez na di-
luição 1/2000, e esta turbidez não foi muito caracterizada nas diluições
1/1500, 1/1000 e 1/1500. A coloração pelo Gram demonstrou ausência de

cocos na diluição 1/200, cocos esparsos nas diluições 1/500, 1/1000 e
1/1500, e os cocos abundantes a partir da diluição 1/2000. A cultura em
ágar simples acusou crescimento ern todas as diluições exceto na diluição

1/200. A contra prova em ágar simples desta diluição, mostrou-se também

negativa para o crescimento dos microrganismos em teste.
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DISCUSSÃO

As substâncias antimicrobianas agem sobre os microrganismos
de duas maneiras: provocando sua morte - ação bactericida, ou inibindo
seu crescimento - ação bacteriostática.

A adição de substâncias neutralizadoras ao meio de cultura,
tem sido o método empregado para se fazer uma distinção entre ação
bacteriostática e bactericida, na avaliação 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 experiências demonstram a ação
neutralizadora do caldo Letheen, preparado com lecitina de soja não puri-
ficada, sobre os desinfetantes à base de fenol e de amônio quaternário, nas
diluições em que eles mostraram alguma atividade antimicrobiana. Estes
resultados estão de acordo com aqueles obtidÇ>spor QUISNO e cols.
(1946), para a ação neutralizadora do caldo Letheen sobre sais de amônio
quaternário, e, com aqueles obtidos por ERLANDSON e LAWRENCE
(1953). para a ação neutralizadora de tween 80 sobre desinfetantes fenó-
licos.

O Duo Cide Sp mostrou-se ativo até uma diluição de 1/5000,
entretanto, o aparecimento de uma turbidez pouco caracterizada e a pre-
sença de cocos esparsos na análise microscópica das diluições 1/20.000 e
1/40.000, sugerem que nestas concentrações ele seria um bacteriostático.
O resultado positivo da cultura em ágar simples destas diluições, reforçam
esta suposição. As diluições 1/1000, 1/1500, 1/2000 e 1/5000, do Duo
Cide Sp, demonstram ação bactericida, pois a cultura em ágar simples e em
caldo simples foi negativa para estas di luições.

O Germpol e Duplofen apresentaram atividade antibacteriana
na diluição 1/200; este resultado concorda parcialmente com os de
ERLANDSON e LAWRENCE (1953). para desinfetantes fenólicos. O não
crescimento de microrganismos na cultura em .ágar simples e em caldo
simples, sugerem que estes desinfetantes teriam ação bactericida em di-
luições menores que 1/200. Nas diluições 1/500,1/1000 e 1/1500, o cres-
cimento de microrganismos foi baixo. Tal fato pôde ser comprovado pela
turbidez não característica do meio, e pela presença de poucos cocos no
exame microscópico. Além disso, o crescimento foi positivo para a cultura
em ágar simples destas diluições, o que sugere uma ação bacteriostática.

Os resultados da ação neutralizadora da lecitina e tween 80
sobre a atividade antimicrobiana dos desinfetantes fenólicos e de amônio
quaternário, confirmam o emprego destas substâncias na avaliação do po-
tencial e do modo de ação de desinfetantes deste tipo, bem como o uso do
Letheen ágar nas pesquisas sobre contaminação e infecção hospitalar
mesmo utilizando-se lecitina de soja não purificada, na preparação deste
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meio. Todavia, os resultados para as concentrações onde os desinfetantes
testados exerceriam ação bactericida ou bacterisostática, indicam a ne-
cessidade de mais pesquisas, através de repetições do teste e da realização
de diferentes diluições.

Recebido para publicação em 8-3-88
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