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RESUMO

A atividade micobactericida do hipoclorito de sédio (2,5 % de cloro ativo) foi avaliada frente
a uma estirpe de Mycobacterium bovis utilizando-se a técnica de cultivo em camada delgada de dgar
Middlebrook 7H11 modificado, a qual foi comparada ao teste padraorealizado em tubos contendo
meio de Stonebrink. Os testes foram realizados na presenca e auséncia de matéria orgénica e em
duastemperaturas (21 £2° Cea4°C). Osresultados obtidos nas contagens das unidades formadoras
de coldnias (U.F.C) nas placas e tubos foram transformados em percentual de redugdo (Tabela 1)
os quais foram comparados entre as duas técnicas, mostrando que o hipoclorito de sédio
apresentou percentuais iguais entre as placas e os tubos em todas as condi¢des testadas (teste de
Mann-Wihtney p > 0,05; a = 5%). O desinfetante atingiu atividade micobactericida de 100 % em
todas as condigdes, exceto quando a temperatura de 4° C e presenga de matéria organica (teste de
Kruskal-Wallis e teste de Dunn; p <0,05). O percentual de reducao foi maior quando na auséncia
de matéria organica e a temperatura ambiente (teste de Mann-Wihtney; p < 0,05). A técnica de
cultivoem camada delgada mostrou-se vidvel pararealizagdo de testes de desinfetantes e permitiu
uma visualizagdo precoce das micobactérias (média de 7 dias). O hipoclorito de s6dio 2,5% teve
a atividade micobactericida diminuida quando na presenca de matéria organica e a temperatura
de4° C.

PALAVRAS-CHAVE: Desinfetantes, Mycobacterium bovis, tuberculose, Middlebrook, camada
delgada.

ABSTRACT

USE OF A FAST THIN-LAYER TECHNIQUE FOR THE EVALUATION OF THE
MYCOBACTERICIDAL ACTIVITY OF CHEMICAL DISINFECTANTS. The mycobactericidal
activity of sodium hypochlorite (2.5% of active chlorine) was evaluated against a strain of
Mycobacterium bovis using the modified thin-layer Middlebrook 7H11 cultivation technique and
it was compared to the test made in tubes with Stonebrink medium. The assays were performed
eitherin the presence orabsence of organic matter, attemperatures of 4° Cand 21 £2° C. The colony-
counting results were transformed into reduction percentages (Tabela 1) which were compared
between the two techniques, showing the disinfectant had similar reduction percentages between
plates and tubes in all conditions tested (Mann-Whitney test p < 0.05; a =5%). The 2.5% sodium
hypochloritehad amycobactericidal activity of 100% in all conditions, except whenin the presence
of organic matter and at4° C (Kurskall-Wallis testand Dunn test, p > 0.05). The reduction percentage
was higher when in the absence of organic matter and at 21 + 2° C (Mann-Whitney test p > 0.05).
Themodified thinlayer cultivation technique was practicable for therealization of the disinfectant
tests and allowed an earlier visualization of the colonies (7 days medium). The 2.5% sodium
hypochlorite had its mycobactericidal activity diminished when in the presence of organic matter
and at the temperature of 4° C.

KEY WORDS: Disinfectants, Mycobacterium bovis, tuberculosis, Middlebrook, thin layer.
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INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenga transmissivel de im-
portancia em sadde publica e sadde animal, pois
determina um quadro grave de doenca no homem, e
acarreta acentuadas perdas econdmicas, devido a
diminuicao da produtividade dosrebanhos afetados.
Sob condigdes favoraveis, o Mycobacterium bovispode
causar, emseres humanos, as mesmas formas clinicas
e lesdes patolodgicas que o M. tuberculosis, e a infeccao
de seres humanos pelo M. bovis ocorre, principalmen-
te pela via aerégena, ou pela ingestdo de alimentos
contaminados (AcHaA; SzYFRES, 1986).

Muito antes da descoberta de medicamentos para
o tratamento dos doentes, a tuberculose em humanos
jaestava diminuindo nos paises desenvolvidos, pois
os programas sanitarios adotados abrangiam linhas
de agdo em relacdo as fontes de infecgdo, as vias de
transmissao, aos animais suscetiveis e ao controle de
produtos de origem animal. (KLEEBERG, 1984). Dentre
as principais a¢des aplicadas nos programas sanita-
rios destinados ao controle da tuberculose bovina,
destacam-se os procedimentos de desinfecgdo como
instrumento efetivo no combate ao agente da doenca
no meio ambiente (PoLiakov, 1975; VERrA et al., 1985).

A necessidade de uma freqiiente avaliagdo dos
desinfetantes esta embasada no principio de que a
analise quimica dos produtos ndo fornece todas as
informagoes necessérias para a mensuracdo de sua
atividade antimicrobiana, isto é possivel com a execu-
¢dodeensaiosqueavaliemadequadamenteainfluén-
cia de outros fatores tais como: o tipo e a origem da
estirpe que esté sendo testada, o preparo do inéculo,
o principio ativo do produto quimico e a sua respec-
tiva concentragdo, bem como a selecao dos produtos
neutralizantes (PINHERO et al., 1992; CASTILLOGUERRERO
et al., 1993; PINHEIRO et al., 1997).

As micobactérias apresentam elevada capacida-
de de sobrevivéncia as mais variadas condicGes
ambientais, e por este motivo, témsido alvo de estudo
por parte de outros pesquisadores ha décadas. WanG
et al. (2005) afirmaram que as micobactérias sdo mais
resistentes a desinfetantes que as demais bactériasem
estado vegetativo devido a parede celular rica em
lipidios.

No comércio estdo disponiveis diversos tipos de
desinfetantes quimicos, no entanto, o critério para a
escolha de um determinado principio ativo é o poten-
cial que o mesmo apresenta para o combate ao agente
que se deseja eliminar. RusiN (1983) destacou a ativi-
dademicobactericida doformaldeido,iodo,iod6foros
e dos compostos clorados.

Considerando o fator crescimento lento de
micobactérias patogénicas nos meios de cultura tra-
dicionais, atualmente, uma avaliac¢do da atividade
micobactericida de desinfetantes quimicos que aten-

da as recomendacgdes ja mencionadas anteriormente,
levaria cerca de quatro meses para ser realizado. O
aperfeicoamento do método microbiolégico conven-
cional para um rapido diagnéstico representa uma
grande vantagem na luta contra a tuberculose no
homem e no bovino (SCHABERG et al., 1995; MEjA etal.,
1999).

A técnica da camada delgada foi desenvolvida
paraapesquisae detecgdorapida demicobactériasno
meio de Middlebrook 7H11 com visualizagdo micros-
copica (Ipicoraset al., 1995), e oferece como principais
vantagensresultados mais precoceseapossibilidade
do estabelecimento de uma identificacao preliminar
da micobactéria isolada, baseando-se nas caracteris-
ticas morfolégicas das colonias. Portanto, pode ser
utilizada como um método complementar para o
diagnostico da tuberculose humana e animal (MEgjia
et al., 1999; MarconDes, 2002; Dis et al., 2006). Além
disso, essa técnica dispensa microscépios especiais
ou qualquer outro aparato técnico sofisticado, e pode
ser usada em qualquer laboratério. Os técnicos que a
executam devemser treinados, porém, o aprendizado
é rapido (IpiGoras et al., 1995).

MaRrcoNDEs (2002) e Dis et al. (2006) utilizaram a
técnica da camada delgada para o cultivo do M.
bovis obtendo bons resultados com tempo de cres-
cimento entre 5 e 13 dias. Até o momento, nao ha
registros na literatura pesquisada sobre um “teste
rapido” de desinfetantes utilizando-se estirpes
patogénicas de M. bovisrecémisoladas de material
decampo. Destaforma, justifica-se o presente traba-
lho, que valida uma técnica de cultivo em camada
delgada de d4gar Middlebrook 7H11 para o teste da
atividade micobactericida de um desinfetante qui-
mico, reduzindo assim o tempo de realizacdo do
testeeacelerandoaindica¢do de um produto desin-
fetante eficaz.

MATERIAIS E METODOS

Os testes foram feitos em cabine de fluxo laminar,
utilizando-se 8 placas de Petri de vidro estéreis (9,5cm
de didmetro) contendo quatro circulos de papel filtro
de 2,5 cm de didmetro. Todas as placas receberam 4
mL de suspensao bacteriana de 0,06 g de colénias
diluidas em 100 mL de solucéo salina 0,85 % estéril
com 0,05% de Tween 80 (PiNHEIRO, 1990; BNHEIRO,
1992). Duas placas do grupo A e duas do grupo B
(constituidos de 4 placas cada) receberam como ma-
téria organica 1 mL de soro de coelho estéril, e duas
placas receberam o placebo (1 mL de solugdo salina
0,85% estéril). Posteriormente, adicionou-se 4 mL do
hipoclorito de s6dio 2,5% (grupo B) diluidoa1:8, ea
solucdo salina 0,85% estéril no grupo controle (grupo
A). Duas placas por grupo foram mantidas a tempe-
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ratura de 21 + 2° C e duas a de 4° C por 60 minutos,
tempo padronizado para avaliar-se a acao do desinfe-
tante. Em seguida, foram retirados 3 circulos de papel
filtro por placa, os quais foram macerados em cadinho
com 10 mL de solugéo neutralizante (meio de cultura
TSB acrescido de 5% de soro de coelho estéril). Da
suspensdoanteriorretirou-sel mL paradiluirem9mL
de solucdo salina 0,85% resultando em uma suspen-
sdo a 1:100. Apés centrifugacao a 1000 G, durante 15
minutos, o sedimento foi ressuspenso em 2 mL de
solucdo salina 0,85% estéril, semeados em duplicatas,
asplacascontendo7mL de meio deMiddlebrook 7H11
modificado (UNivErRsSIDAD DELAs N AcioNes UNipas,1998),
e tubos contendo 7 mL de meio de Stonebrink (CentrO
P ANAMERICANO DE ZOONOsIs, 1979).

As placas foram incubadas a 37° C, em jarra de
microaerofilia (5-10% CO,), elidasno sétimo dia p6s
- semeadura com auxilio de microscépio 6ptico co-
mum no aumento de 100x. Os tubos com meio de
Stonebrink foram incubados horizontalmentea 37° C
por 24 horas, até a obtencado da secagem da porcao
liquida quando foram fechados com rolha de cortica
e mantidos a 37° C por 28 dias, quando foi realizada
a leitura utilizando-se critério de escores segundo o
preconizado porPINHEIRO (2001) superficie demarcada
(colonias quase confluentes), 5:81 a 100% da super-
ficie demarcada (todaasuperficie do meio tomada por
coldnias).

Foram calculadas as médias das contagens, das
duas duplicatas, das U.F.C. nas placas e dos escores
nos tubos. O valor médio obtido foi transformado em
percentual de reducdo (Tabela 1) (PinHEIRO, 2001), 0

qual foi analisado estatisticamente com o auxilio dos
softwares SPSS for Windows- Realese 9.01 (1999) e
INSTAT3.01(1998). AsFiguras1e2,dotipo“boxplot”,
representam a agdo do desinfetante nas diferentes
condigdes testadas. O desinfetante foi avaliado nas
diferentes situagdes de temperatura e matéria organi-
ca (teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn como
confirmatério), e comparou-se o desempenho do pro-
duto entre placas e tubos (teste de Mann-Wihtney;
nivel de confiancaa = 5%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As leituras de U.F.C. obtidas na avaliagdo da
atividade micobactericida do desinfetante em placas,
com meio de Middlebrook 7H11, puderam ser
efetuadasemaproximadamente sete dias. Entretanto,
o tempo de leitura dos tubos com meio de Stonebrink
s0 foi possivel ser realizado com 28 dias. A varidvel
tempo de leitura e execugdo das duas técnicas foi
avaliada por MARCONDEs et al. (2006) que comparou o
tempo de crescimentonas placasenos tubos, demons-
trando que o método de cultivo em placas possibilita
arealizagdo de leitura em menor tempo. DurmAZ et al.
(1985), WeLcH et al. (1993), Ipicoras et al. (1995) e MEjia
et al. (1999) também demonstraram as vantagens do
diagnostico da técnica de camada delgada frente aos
métodos tradicionais de cultivo de micobactérias re-
latando significativa redugdo no tempo para a obser-
vagdo das primeiras colonias com elevada sensibili-
dade em favor da técnica de camada delgada.

Tabela 1 - Percentual de redugédo de crescimento de M. bovis frente ao hipoclorito de sédio 2,5% em placas de meio de
Middlebrok 7H11 e tubos de meio de Stonebrink, considerando a temperatura de contato e a presenga ou auséncia de

matéria organica - Sdo Paulo - 2007.

R Placas Tubos
4°C TA 4°C TA

smo cmo smo cmo smo cmo smo cmo
1° 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
22 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
3 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
4 100,0 98,6 100,0 100,0 100,0 714 100,0 100,0
5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
6° 100,0 97,7 100,0 100,0 100,0 60,0 100,0 100,0
7° 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
8 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 88,9 100,0 100,0
9 100,0 81,8 100,0 100,0 100,0 33,3 100,0 100,0
10° 100,0 89,0 100,0 100,0 100,0 40,0 100,0 77,8
R Repetigdes SMO Auséncia de matéria organica

4° C Temperatura de 4 Graus Celsius CMO

TA  Temperatura ambiente 21 + 2°C.

Presenca de matéria orgénica
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Fig. 1- Atividade micobactericida dohipoclorito des6dio 2,5% em placas com meio de Middlebrook 7H11, em diferentes
condicdes de temperatura e na presenca ou auséncia de matéria organica.
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Fig. 2 - Atividade micobactericida do hipoclorito de s6dio 2,5% em tubos com meio de Stonebrink, em diferentes
condicoes de temperatura e na auséncia ou presenga matéria organica.

A utilizacdo de microscopia 6ptica na leitura das
placas favorece uma contagem precisa em menor
periodo de tempo e é um aspecto que valoriza o teste
realizado em placas (MARcONDES, 2002; MARCONDES et
al., 2006; Dis et al., 2006). A visualizagado tardia de
coloénias em meios de cultura tradicionais é um fator
que limita a recomendacgdo dos testes que avaliam a
atividade micobactericida de desinfetantes quimicos

(PINHEIRO ef al., 1992, PINHEIRO et al., 1997; PINHEIRO,
2001).

A observagdo microscépica efetuada nas placas
detectou o inicio do crescimento das U.F.C. aos 3 dias
possemeadura (p.s), resultandonarecomendacdode
leitura aos 7 dias p.s. onde se pode quantificar e
observar o crescimento de colonias com aspectorugo-
so, bordos irregulares e de coloracdo acastanhada
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(Fig. 3). Nos tubos, a visualizagdo das U.F.C. sem
ajudademicroscépioiniciou-seapartirdo21°diap.s.
sendo a leitura feita somente no 28° dia (Fig. 4). A
visualiza¢ao microscépica do crescimento de coléni-
as (M. bovis), com aspecto semelhante, obtido no meio
deculturadeMiddlebrook 7H11 a partir do quintodia
pos-semeadura (Fig. 3), também foi observado por
MarconDEs et al. (2006) que, trabalhando comaestirpe
padrdo M. bovis AN5, constataram que as colonias
podiam ser melhor visualizadas a partirdo 5° e 6° dia
pYs semeadura. A leitura efetuada em tubos aos 28
dias p.s. é recomendada em trabalhos que avaliam a
atividade micobactericida de desinfetantes quimicos
(PINHEIRO, 1990). A precocidade de tempo de leitura
bem como contagem mais precisa é o que diferenciaa
técnica da camada delgada frente as demais técnicas
tradicionalmente utilizadas.

Fig. 3 - Colonias de M. bovis em placa com meio de
Middlebrook 7H11, com 7 dias de cultivo. Microscopia
6tica sob aumento de 100 x.

Fig. 4 - Colonias de M. bovis em tubos de meio de
Stonebrink com 21 dias de Cultivo.

O resultado das contagens de U.F.C. obtido nas
duas técnicas foi semelhante (p > 0,05, teste de Mann-
Wihtney) e indicou que a temperatura ambiente, na
auséncia e presenca de matéria organica, o hipoclorito
de sédio apresentou uma atividade micobactericida
de100% (Fig.1). A boaatividade micobactericida dos
cloradosja foi descrita anteriormente (Costican, 1936;
SmitH, 1971; PINHEIRO, 1990; C ASTILLOGUERRERO, 1991).
A temperatura de 4° C, na auséncia de matéria orga-
nica, o produto manteve a atividade micobactericida
a100%, j& quando submetido a presenca de matéria
organicasuaatividade foireduzida (teste de Kruskal-
Wallis e teste de Dunn; p < 0,05). O percentual de
reducdo foi maior quando na auséncia de matéria
organica e a temperatura ambiente (teste de Mann-
Wihtney; p < 0,05). A diminui¢do da atividade
micobactericida do hipoclorito de s6dio na presenca
de matéria organica ja foi relatada por HEexmaty
BrapLEY, (1979), GELinas; GoOULET (1983) e PINHEIRO
(1990).

Dentre os fatores que podem influenciaraatuagdo
dos hipocloritossdo mencionados o pH, a temperatu-
ra, a concentragdo do produto e a matéria organica
(HExMAT;BRADLEY, 1979; G ELINAS;GOULET, 1983; R UBIN,
1983; WorLD HEALTHORGANIZATION, 1984). O efeito da
temperatura sobre os produtos clorados foi demons-
trado por CosTiGaN (1936) e DycHDALA(1983), 0s quais
constataram que o aumento da temperatura ocasio-
nou um aumento da atividade bactericida do desin-
fetante.

CONCLUSAO

A técnica de cultivo de micobactérias em camada
delgada no meio de Middlebrook 7H11 se mostrou
viavel pararealizacdo de testes de desinfetantes quan-
docomparadaaotesterealizadoemmeio deStonebrink
(28 dias) e permitiu uma visualiza¢do precoce das
micobactérias (média de 7 Odias). A atividade
micobactericida do hipoclorito de sédio s6 foi preju-
dicada quando houve associagdo da presenca de
matéria organica e temperatura de 4° C.
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