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RESUMO
Foi investigada a maior diluição do hipoclorito de sódio comercial com 2,5% dc cloro alivo 
(água de lavadeira) capaz dc inativar o Mycobacterium fortuitum cm presença de níveis 
variáveis de fez.es de bovino como fonte dc matéria orgânica. Os ensaios foram conduzidos de 
modo que o desinfetante aluasse durante 60 minutos à temperatura de 4 a 8°C. A neutralização 
da ação do desinfetante foi obtida com a solução de tiossulfato dc sódio a 0,5% e tween-80 a 
0,05% (v/v). Os microrganismos sobreviventes foram recuperados em meio de Lowenstein- 
Jensen. A quantificação das unidades formadoras de colônias (U.F.C.) foi analisada pelo Teste 
“U" de Mann-Whitney. Os resultados obtidos demonstraram que a presença de fezes bovinas 
prejudicou a atividade micobactericida do desinfetante ensaiado. Foi possível constatar-se que 
as diluições de trabalho capazes de determinar a redução de 70% do número dc U.F.C. foram 
de 1:64 c 1: 16, respectivamente, em ausência e presença de matéria orgânica. Em diluições de 
trabalho superiores ao valor de 1:64 a atividade micobactericida do hipoclorito de sódio foi 
muito irregular.

IJNITERMOS: Desinfecção; Micobaetéria: Hipoclorito de sódio

INTRODUÇÃO

Dentre os diversos grupos de desinfetantes químicos disponí
veis para uso pecuário os produtos liberadores de cloro 
nascente têm lido grande aplicação, pois reunem as caracte
rísticas de baixa toxicidade, pequena ação corrosiva, baixo 
custo e grande disponibilidade, o que os recomenda inclusive 
para o tratamento da água de bebida e de materiais que possam 
entrar em contato com os alimentosMA,xu5,í\

COSTIGAN5 ( 1936) verificou que as soluções dc hipocloritos 
com baixa alcalinidade, contendo 50 partes por milhão dc 
cloro ativo foram capazes de destruir o Mycobacterium  
tuberculosis e que esta característica apresentava associação 
positiva com o aumento de temperatura na faixa de 50 a 60°C 
positivo.

SAURAT e LA U TIÉ 19 ( 1960) estudaram a ação de desinfe
tantes químicos sobre o Mycobacterium tuberculosis, con
cluindo que a cepa utilizada, o grau de umidade do meio c a 
presença de matéria orgânica afetavam os resultados dos 
ensaios. Dentre os produtos testados por estes autores, os

hipocloritos com 1,0% dc cloro ativo foram os que apresen
taram maior poder micobactericida.

SMITH ’1 (1968) citado por RUBIN 17 (1983), confirmou o 
poder micobactericida do hipoclorito dc sódio cm presença 
de catarro e HOFFMAN et al. 1(1 (1981) destacaram que dentre 
os fatores que influenciam a atividade bactericida dos com
postos dorados, a presença da matéria orgânica como fezes, 
urina ou sangue assume uma importância capital pois estes 
consomem o cloro ativo e provocam uma redução da ativida
de germicida do desinfetante.

GÉLINAS c GOULET8 (1983) ressaltaram a grande inibição 
da ação bactericida do hipoclorito de sódio ocasionada pela 
presença dc matéria orgânica, destacando também a impor
tância do tipo de contaminante orgânico; no entanto, não 
investigaram a influência dc fezes de animais como fonte dc 
matéria orgânica.

WANG et a l .25 (1983) conluíram que a ação micobactericida 
do hipoclorito dc sódio foi fortemente influenciada pela 
concentração do desinfetante, pelo número dc micobactérias
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c também pela presença da matéria orgânica, particularmen
te, durante a fase de interação dcsinlctantc-bactéria.

VERA ct al. ' '  ( 1985) verificaram que os produtos clorados 
(Cal clorada e hipoclorito de cálcio) com 5,0% dc cloro 
inativaram o Mycobacterium bovis em presença dc 0,3 
gramas de fe/es bovina como Ibntc dc matéria orgânica, após 
três horas de contato à temperatura dc 22 - 24°C.

PI NHKI RO 16 ( 1990) estudou a influência da matéria orgânica 
na atividade micobactericida dc cinco desinfetantes químicos 
de uso pecuário, constatando que o hipoclorito de sódio (água 
de lavadeira) com 2,5% de cloro ativo, diluído na proporção 
de 1:8 foi o melhor dos cinco produtos testados. Neste 
experim ento a Autora trabalhou com M ycobacterium  
fortuitum. empregou uma hora de contato entre o microrga- 
nismo e o desinfetante, utilizou a faixa de temperatura de 4 a 
8°C positivos e 0,5 gramas de fe/es dc bovino como fonte de 
matéria orgânica.

Tendo em vista a excelente atividade micobactericida obtida 
nas condições estabelecidas por PINHEIRO16 (1990). foi 
delineado o presente trabalho que se propôs a estender tais 
conclusões, determinando a maior diluição do hipoclorito de 
sódio com 2,5%  dc cloro ativo capaz de inativar o 
Mycobacterium fortuitum frente a níveis variáveis de fezes 
bovinas como fonte de matéria orgânica.

MATERIAL K MÉTODO

O microrganismo leste foi uma cultura dc Mycobacterium  
fortuitum **,com sete dias dc cultivo no meio de Lowcnslcin- 
Jenscn diluído a 0,0(K)5g/% (peso úmido) lvem solução salina 
estéril 0.85*/í.

A matéria orgânica tratada foi representada por fezes de 
bovinos provenientes dc animais submetidos a controle de 
tuberculose, colhidas diretamente do reto dos mesmos, sub
metidos à ação do vapor fluente durante 30 minutos e 
armazenadas à temperatura dc 20°C negativos em alíquotas 
de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 gramas até o momento da utilização. A 
ausência de Mycobacterium sp nas fcz.es foi comprovada 
através da cultura em Lowenstein-Jensen c Stonebrink e 
Lesslie:, após incubação em caldo dc soja tripticase*** 
(TSB) a 37°C por seis ho ras14 e a descontaminação segundo 
a técnica de PetrolT ’.

O carreador utilizado foi uma folha de papel de filtro do tipo 
xarope, com 50 cm, gramatura dc 250 g/m. cortada em

** Obtida junto ao Instituto Biológico dc São Paulo
*** MERCK

formato circular e com um diâmetro de 9,5 cm, na qual foram 
desenhadas com grafite, aleatoriamente, três círculos com 2 
cm dc diâmetro.

O suporte para a condução dos ensaios foi uma placa de Petri 
com 9,5 cm de diâmetro (área interna dc 70,882 cnr).

A solução neutralizante utilizada para sustar o efeito do 
desinfetante foi a solução de tiossulfato de sódio a 0.5% p/v 
acrescido de 0,05% v/v dc Twcen/80***:6.

O desinfetante empregado foi o hipoclorito dc sódio comer
cial (água de lavadeira) com 2,5% de cloro ativo, diluído nas 
proporções de 1:16; 1:32; 1:64; 1: 128 e 1:256. O diluente do 
desinfetante foi água não submetida a tratamento químico, 
b id estilad a  em equ ipam ento  de v idro , subm etida à 
autoclavação durante 15 minutos a I21°C e armazenada à 
temperatura de refrigeração.

A quantificação das unidades formadoras de colônias (U.F.C.) 
foi executada como preconizado por PINHEIRO 16 (1990). 
demarcando-se uma área da superfície do meio de cultura, 
contando-se 6 cm a partir da extremidade inferior na super
fície exposta, tendo a leitura obedecido o seguinte critério:

-nenhuma U .E .C .; menos de 50 U.F.C.: contagem efetiva do 
número dc colônias; de 50 a 100 U.F.C.: I+: de 101 a 200 
U.F.C.: 2+ ; de 201 a 500 U.F.C.: 3+ ; acima dc 500 U.F.C.: 
4+.

A análise dos resultados obtidos foi efetuada através de teste 
não-paramétrico, para comparação dc duas amostras inde
pendentes: Teste U de M ann-W hitney :<l. O nível de 
significância adotado foi dc 0,05. O coeficiente de variação 
das contagens dc U.F.C. foi calculado através da fórmula 
indicada por SOUNIS ” (1972).

Em cada ensaio foram testadas 5 diluições diferentes de 
hipoclorito de sódio c um grupo controle no qual o produto 
químico foi substituído pelo placebo (solução salina estéril). 
Além destes grupos houve um controle onde a matéria 
orgânica foi substituída por solução salina estéril.

Sobre o carreador de papel de filtro foram colocados quatro 
mililitros da suspensão de Mycobacterium fortuitum 0,0005 
g/% distribuídos uniformemente por toda a área exposta do 
carreador. A seguir foram colocadas as fezes de acordo com 
as quantidades pré-estabelecidas (0,5; 1,0 e 2,0 gramas) as 
quais foram distribuídas uniformemente por toda a superfície 
da placa. No grupo controle substituiu-se a matéria orgânica 
por solução salina estéril em volumes dc 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 
mililitros, respectivamente, segundo as diferentes quantida
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des dc matéria orgânica utilizadas.
As placas foram armazenadas a uma temperatura de 28°C 
durante 30 minutos. Uma vez concluído este período foram 
aplicados os 4 mililitros do hipoclorito de sódio nas respec
tivas concentrações.

O período de atuação do desinfetante foi dc 60 minutos, nos 
quais as placas foram mantidas à temperatura de 4 a 8°C. A 
seguir, dos carreadores foram recortados três amostras circu- 
lares com 2,0 cm de diâmetro as quais foram maccradas com 
graalepistilo/estéreis,e 10 mililitros da solução neutralizante; 
esta suspensão foi tamizada e submetida a uma nova diluição 
de razão de dez, modo a obter-se uma suspensão a 1:10026. 
Esla foi centrifugada a 1000 G durante 20 minutos. Despre
zou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento com 1 
mililitro de solução salina estéril a 0,85%, e foram semeados 
cinco tubos com meio de cultura Lowenstein-Jenscn’. Estes 
tubos foram incubados à temperatura de 37°C por um período 
de sete dias. Transcorridos os sete dias de incubação foi 
observada a presença de colônias c nos casos positivos, a 
confirmação da característica de álcool-ácido c a resistência 
do bacilo isolado foi obtida com a coloração de Ziehel- 
Neelsen2.

As leituras foram realizadas com sete dias de incubação a 
37"C, em uma área calculada a partir de seis centímetros 
lineares medidos na superfície exposta do meio de cultura, 
registrando-se os números de Unidades Formadoras de Colô
nias (U.F.C.) conforme os critérios apresentados a seguir:
- ______ = 0,0 colônias; ( ) = contagem real; 1+ = 75,0
colônias; 1/2+ = 112,5 colônias; 2+ = 150,0 colônias; 2/3+ = 
250,0 colônias; 3+ -  350 colônias; 3/4+ = 425,0 colônias; 4+ 
= 500,0 colônias.

TABELA 1
Percentagem de redução de Unidades Formadoras de Colônias 
(U.F.C.) de Mycobacterium fortuitum cm relação ao grupo 
conirole, segundo a concentração de hipoclorito de sódio com 2,5% 
de cloro alivo, a condição dc tratamento com 0,5 g de fezes bovinas 
como fonte dc matéria orgânica e o grupo experimental. São Paulo, 
1991.

Grupo
Desinfetante 1:16 1:64 1:128 1:256

Experimental Matéria
Orgânica Nâo Sim Não Sim Não Sim Não Sim Nâo Sim

1 ÍOO.OII 96.00 100.00 73.(8) 84,30 38.00 89.50 18.(8) 32.40 18.00

2 100.00 98.20 76,00 88,00 70,00 78.20 70.00 76.30 33.00 60.50

3 100,00 98.60 67.00 96.30 X2.50 81.70 83.90 69.50 18.90 39.00

4 100,00 99.50 96.40 81.70 82.30 63.40 95.20 48.70 70.00 14.60

5 100.00 96.50 99.<N> 98.80 85.00 X7.00 82.00 72.50 24.00 29.20

Media
Aritmética

ItlO.tN) 97.76 X7.68 X7.S6 80.82 69.66 84.12 61.00 35.66 32.26

Desvio
Padríki 1.30 13.56 9.47 5.50 17.66 X.43 14.95 17.96 16.53

C V. ,. ,2 15.17 10.80 6.80 25.35 10.02 24.54 50.36 51.23

* Decisào 
Estatística s NS NS S NS

C V - C oeficiente de V ariab ilidade de Pearson ; * = V erificação da 
significância da hipótese de nulidade p a ra  o efeito da  presença da  m atéria 
orgân ica, p a ra  cada concen tração  de hipoclorito  de sódio (Teste l! de 
Mann-VVhitney a  = (1,05>: S = E statisticam ente significante; NS = E statis
ticam ente não significante.

TABELA 2
Percentagem de redução de Unidades Formadoras de Colônias 
(U.F.C.) de Mycobactcrium fortuitum em relação ao grupo con
trole, segundo a concentração dc hipoclorito de sódio com 2,5% dc 
cloro ativo, a condição de tratamento com 1,0 g de fezes bovinas 
como fonte de matéria orgânica c o grupo experimental. São Paulo. 
1991.

RESULTADOS

Os resultados obtidos estão condensados nas Tab. 1 a 4 e q u e  
apresentam valores expressos em percentuais de redução do 
número de U.F.C. dc Mycobacterium fortuitum por trata
mento (diluição do desinfetante e presença dc matéria orgâ
nica) em relação aos respectivos controles cm cada grupo 
experimental.

Tomando-se como valor mínimo desejável paraam ensuração 
da ação micobacteriana de um desinfetante a redução de pelo 
menos 70% do número de colônias obtido nos respectivos 
controles, verifica-se que cm ausência de matéria orgânica 
este limiar é obtido de maneira consistente até a diluição do 
hipoclorito de sódio de 1:64; no entanto, em presença de 
matéria orgânica isto só ocorrc para o hipoclorito de sódio 
diluído na proporção de 1:16, frente a 0,5; l ,0 e  1,5 gramas de 
matéria orgânica (Tab. I a 3). Saliente-se, inclusive, que para

r r  * ruO T E C * £  tCCU Ü £fe*í
•a. .. |V4Æ 0E MEDICINA VETLRiAÍ*’»

E ZOOTECNIA 0A USP

DesinfetanteGrupo
1:16 1:32 1:64 1:128 1 256

luperimcmal Malína
Orgânica Não Sim Nfe Sim NJo Sim Nio Sim Não Sim

1 100.00 75.00 99.20 45.80 86.(X) 160.00 16.40 17.60 58.80 0.00

2 100.00 98.00 99.80 82.30 98.00 182.00 96.40 75.20 85.00 66.40

3 99.70 90.70 92.70 64.20 80.20 164,70 55.80 60.70 55,80 9.50

4 100.00 72.20 98.40 72.20 84.60 72.20 100,00 50.00 78.50 14.80

5 100,00 96.80 97.50 74.HO 79.00 70,00 83.50 67.00 82.30 40,(8)

Média
Aritmética

99.94 86.54 97.52 67,86 85.56 69.70 74.42 54.10 72.08 26.14

Desvio
Padrão 10.88 2.53 6.74 6.33 24.54 20.02 12.27 24.09

C V. 12.57 2,59 18.34 7.87 9,08 32.98 37.00 17.05 92.15

♦ Decisão 
Estatística S S S S S

CV = Coeficiente de V ariab ilidade de Pearson ; * = V erificação da 
significância da  hipótese dc nu lidade p a ra  o efeito da  presença da  m atéria 
orgân ica, p a ra  cada concen tração  de hipoclorito  de sódio (Teste U de 
Mann-VVhitney a =  0 ,0 5 ); S = E statisticam ente significante.
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TABELA 3
Percentagem dc redução dc Unidades Formadoras de Colônias 
(U.F.C.) de Mycobacterium fortuitum cm relação ao grupo con
trole. segundo a concentração de hipoclorito de sódio com 2.5% dc 
cloro ativo, a condição de tratamento com 1.5 g dc fezes bovinas 
como fonte de matéria orgânica c o grupo experimental. São Paulo. 
1991.

CV = Coeficiente de V ariab ilidade de Pearson ; * = V erificação da 
significância da  hipótese de nu lidade p a ra  o efeito da  presença da  m atéria  
o rgânica, p a ra  cada concen tração  de h ipoclorito  de sódio (Teste U de 
M ann-W hitney a  = 0,05); S = E statisticam ente significante; NS = 
E statisticam ente não significante.

TABELA 4
Percentagem de redução tie Unidades Formadoras de Colônias 
(U.F.C.) de Mycobacterium fortuitum em relação ao grupo con
trole, segundo a concentração dc hipoclorito dc sódio com 2,5% dc 
cloro ativo, a condição dc tratamento com 2.0 g dc fe/es bovinas 
como fonte dc matéria orgânica e o grupo experimental. São Paulo,
1991.

Grupo
Experimental

Desinfetante 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

Matcria
Orgânica NJo Sim Não Sim Nào Sim Nio Sim Não Sim

1 100.00 96.00 100.00 72.30 97.00 72.30 50.00 61.20 90.00 44.50

2 100.00 78.60 96.80 45.80 84.50 65.80 70.00 72.50 70.00 0.00

3 100.00 97.20 79.30 57.00 92.20 64.20 57.80 46,40 40.00 38.00

4 100,00 59.00 99,00 70.40 94.70 54.50 99.00 24.20 34.20 42.40

5 100.00 88.40 97.50 69.30 62.80 74.40 83.50 9.00 65.70 13.60

Média
Aritmética

100.00 83,84 94.52 62,96 86.24 66.24 72.00 42.66 59.98 27.70

Desvio
P«*r*o 39.68 7.64 10.12 12.45 7.01 17.61 23.33 20.48 17.72

C. V. 47.32 8.13 16.07 14.43 10,57 24.46 54.69 34.15 63.97

* DcciOo 
L\U(ktica s S S NS NS

CV= Coeficiente de V ariab ilidade de P earson ; * = V erificação da 
significância da  hipótese de nu lidade p a ra  o efeito d a  presença da  m atéria  
orgânica, p a ra  cada  concen tração  de h ipoclorito  de sódio (Teste U de 
M ann-W hitney a  = 0,05); S = E statisticam ente significante; NS = 
E statisticam ente não significante.

a 2,0 gramas de matéria orgânica (Tab. 4), já c observado pelo 
menos um percentual de redução inferior a 70% na diluição 
tio hipoclorito de sódio de 1:16 (grupo experimental 4).

As Tab. 1 a 4 possibilitam a análise da variação observada nos 
resultados obtidos com a metodologia experimental empre
gada. De fato, para as concentrações de hipoclorito de sódio 
dc 1:128 e 1:256, são observados coeficientes dc variação 
superiores a 30% com valores mais elevados quando em 
presença dc matéria orgânica.

DISCUSSÃO

As Tab. I a 4 construídas com os resultados obtidos pelo 
cálculo dos percentuais dc redução das contagens de U.F.C. 
cm relação aos controles demonstraram que para ser mantido 
um mínimo dc 70% de redução de microrganismos. a presen
ça de matéria orgânica determina a necessidade de pelo 
menos quatro vezes mais desinfetante. Realmente, conside
rando-se o valor de 70% como o mínimo aceitável em termos 
de eficácia do produto químico, encontra-se para o hipoclorito 
dc sódio com 2,5% dc cloro ativo as diluições dc trabalho de 
1:64 c 1:16, respectivamente para as condições dc ausência ou 
dc presença dc matéria orgânica.

Os resultados do presente trabalho concordam com os obser
vados por PINHEIRO1'' (1990) quando da avaliação do mes
mo tipo dc desinfetante na diluição de 1:8 frente a 0.5 grama 
de fezes dc bovino como fonte de matéria orgânica. Do 
exposto, pode-se depreender que para este nível de compo
nente orgânico a maior diluição de trabalho do hipoclorito dc 
sódio com 2,5% dc cloro ativo é a de 1:16. Tais observações 
são igualmente concordantes com as obtidas em outros 
ensaios, que também admitiram a existência de uma
influência negativa da matéria orgânica sobre a atividade 
bactericida dos hipocloritos. Entretanto, cumpre scr salienta
do que tais afirmações discordam da teoria da atividade 
desinfetante das cloraminas que pressupõe a persistência do 
poder bactericida do cloro ligado aos compostos nitrogenados 
existentes nos diversos tipos de matéria orgânica6.

O elevado coeficiente de variação constatado nos ensaios que 
empregaram as mais altas diluições do hipoclorito de sódio 
sugere que a partir dc um dado valor dc concentração do 
desinfetante o seu efeito micobactericida começa a compor- 
tar-se de maneira muito irregular. O mesmo tipo de perfil foi 
obtido por PINHEIRO16 (1990) quando testou o efeito 
micobactericida dc um iodóforo na diluição de trabalho de 
1:250 v/v.

A irregularidade na atividade micobacteriana do desinfetan
te, constatada a partir do cálculo dos coeficientes de variação.
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além dc revelar associação com as maiores diluições do 
desinfetante químico, também apresenta relação com o au
mento dos níveis de matéria orgânica, o que fica bastante 
evidente quando da observação dos valores indicados na Tab.
4 onde, frente a 2,0 gramas dc matéria orgânica, c encontrado 
um coeficiente dc variação dc 47,32% para o hipoclorito dc 
sódio diluído na proporção de 1:16.

A temperatura escolhida para a realização dos testes (4 a 8°C) 
é uma condição que coloca o produto em um nível crítico pois, 
simulando um valor vigente nos meses dc inverno em regiões

de clima temperado, são obtidas conclusões que poderão ser 
melhoradas caso a avaliação venha a sc realizarem  tempera
turas mais elevadas, usuais nas outras estações do ano em tais 
áreas c durante todo o ano cm regiões dc clima tropical e sub
tropical.

Os resultados obtidos demonstraram que quando da escolha 
do hipoclorito dc sódio como elemento auxiliar cm progra
mas de controle da tuberculose bovina, o seu emprego a nível 
dc instalações e de equipamentos zootécnicos deverá ser 
sempre precedido de uma completa higienização visando a 
remoção dos componentes orgânicos.

SUMMARY

It was evaluated the highest working dilution of the sodium hypochlorite solution (available 
as household and laundry bleach, with 2.5% of active chlorine) still effective in inactivating 
Mycobacterium fortuitum in the presence of different levels of bovine feces as organic soil. 
The experiments were conducted "in vitro" using filter paper as carriers. The time of contact 
was one hour at the temperature range of 4 to 8°C. The blocking of the desinfcctant activity was 
achieved by the dilution using a solution of 0.5% sodium thiosulphate with 0.05% twenn-80 
(v/v). The remaining microrganisms were cultivated in I.owenstcin-Jensen culture medium 
and the number of colonies forming unities was statiscally evaluated by the MannWhitneyTest. 
The results showed that the organic soil affected the desinfectant activity. The working 
dilutions calculated were 1:64 and 1:16. respectively, with and without organic soil. In working 
dilutions higher than 1:64 the regularity of the desinfectant action was very poor.

UNITERMS: Desinfection; Mycobacteria; Sodium hypochlorite
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