Braz. J. vet. Res. anim. Sci..
Séo Paulo, v.30. p.211-6, 1993. Suplemento.

ACTIVITY OF THE COMMERCIAL SODIUM HYPOCHLORITE WITH 2.5% OF ACTIVE CHLORINE

INFLUENCIA DA MATERIA ORGANICA NA ATIVIDADE MICOBACTERICIDA
DO HIPOCLORITO DE SODIO COMERCIAL COM 25% DE CLORO ATIVO*

INFLUENCE OF ORGANIC SOIL ON THE MYCOIIACTERICIDAL
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RESUMO

Foi investigada a maior dilui¢do do hipoclorito de so6dio comercial com 2,5% dc cloro alivo
(4gua de lavadeira) capaz dc inativar o Mycobacterium fortuitum cm presenca de niveis
variaveis de fez.es de bovino como fonte dc matéria organica. Os ensaios foram conduzidos de
modo que o desinfetante aluasse durante 60 minutos a temperatura de 4 a 8°C. A neutralizagdo
da acdo do desinfetante foi obtida com a solugédo de tiossulfato dc sédio a 0,5% e tween-80 a
0,05% (v/v). Os microrganismos sobreviventes foram recuperados em meio de Lowenstein-
Jensen. A quantificacdo das unidades formadoras de colénias (U.F.C.) foi analisada pelo Teste
“U" de Mann-Whitney. Os resultados obtidos demonstraram que a presenca de fezes bovinas
prejudicou a atividade micobactericida do desinfetante ensaiado. Foi possivel constatar-se que
as diluicdes de trabalho capazes de determinar aredugéo de 70% do numero dc U.F.C. foram
de 1:64 ¢ 1:16, respectivamente, em auséncia e presenca de matéria organica. Em diluicdes de
trabalho superiores ao valor de 1:64 a atividade micobactericida do hipoclorito de sédio foi
muito irregular.

IINITERMOS: Desinfeccdo; Micobaetéria: Hipoclorito de sodio

INTRODUCAO

Dentre os diversos grupos de desinfetantes quimicos disponi-
veis para uso pecuario os produtos liberadores de cloro
nascente tém lido grande aplicagdo, pois reunem as caracte-
risticas de baixa toxicidade, pequena agdo corrosiva, baixo
custo e grande disponibilidade, o que os recomenda inclusive
parao tratamento dadgua de bebida e de materiais que possam
entrar em contato com os alimentosMA, xu5,i\

COSTIGANS(1936) verificou que as solugdes dc hipocloritos
com baixa alcalinidade, contendo 50 partes por milhdo dc
cloro ativo foram capazes de destruir o Mycobacterium
tuberculosis e que esta caracteristica apresentava associagédo
positiva com o aumento de temperatura na faixa de 50 a 60°C
positivo.

SAURAT e LAUTIE9(1960) estudaram a acéo de desinfe-
tantes quimicos sobre o Mycobacterium tuberculosis, con-
cluindo que a cepa utilizada, o grau de umidade do meio c a
presenca de matéria organica afetavam os resultados dos
ensaios. Dentre os produtos testados por estes autores, 0s
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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 s6dio cm presenca
de catarroe HOFFMAN et al. 11(1981)destacaram que dentre
os fatores que influenciam a atividade bactericida dos com-
postos dorados, a presenca da matéria organica como fezes,
urina ou sangue assume uma importancia capital pois estes
consomem o cloro ativo e provocam uma reducdo da ativida-
de germicida do desinfetante.

GELINAS c GOULETS8(1983) ressaltaram a grande inibicao
da agdo bactericida do hipoclorito de sédio ocasionada pela
presenca dc matéria organica, destacando também a impor-
tdncia do tipo de contaminante org&nico; no entanto, ndo
investigaram a influéncia dc fezes de animais como fonte dc
matéria organica.

WANG et al.5(1983) conluiram que a acdo micobactericida
do hipoclorito dc sodio foi fortemente influenciada pela
concentracdo do desinfetante, pelo nimero dc micobactérias
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¢ também pela presenca da matéria organica, particularmen-
te, durante a fase de interacdo dcsinlctantc-bactéria.

VERA ct al. " (1985) verificaram que os produtos clorados
(Cal clorada e hipoclorito de calcio) com 5,0% dc cloro
inativaram o Mycobacterium bovis em presenca dc 0,3
gramas de fe/es bovina como Ibntc dc matéria orgénica, apds
trés horas de contato a temperatura dc 22 - 24°C.

PINHKI RO 16(1990) estudou a influéncia da matéria organica
na atividade micobactericida dc cinco desinfetantes quimicos
de uso pecuario, constatando que o hipoclorito de s6dio (agua
de lavadeira) com 2,5% de cloro ativo, diluido na proporgéo
de 1:8 foi o melhor dos cinco produtos testados. Neste
experimento a Autora trabalhou com Mycobacterium
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 organica.

Tendo em vista a excelente atividade micobactericida obtida
nas condicBes estabelecidas por PINHEIRO® (1990). foi
delineado o presente trabalho que se prop6s a estender tais
conclusdes, determinando a maior dilui¢do do hipoclorito de
sodio com 2,5% dc cloro ativo capaz de inativar o
Mycobacterium fortuitum frente a niveis varidveis de fezes
bovinas como fonte de matéria organica.

MATERIAL KMETODO

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

A matéria organica tratada foi representada por fezes de
bovinos provenientes dc animais submetidos a controle de
tuberculose, colhidas diretamente do reto dos mesmos, sub-
metidos a agdo do vapor fluente durante 30 minutos e
armazenadas a temperatura dc 20°C negativos em aliquotas
de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 gramas até o momento da utilizacdo. A
auséncia de Mycobacterium sp nas fcz.es foi comprovada
através da cultura em Lowenstein-Jensen ¢ Stonebrink e
Lesslie:, ap6s incubagdo em caldo dc soja tripticase***
(TSB) a 37°C por seis horas¥4e a descontaminagdo 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

**  QObtida junto ao Instituto Biolégico dc Sdo Paulo
*** MERCK
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formato circular e com um didmetro de 9,5 cm, na qual foram
desenhadas com grafite, aleatoriamente, trés circulos com 2
cm dc diametro.

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

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

O desinfetante empregado foi o hipoclorito dc s6dio comer-
cial (dgua de lavadeira) com 2,5% de cloro ativo, diluido nas
proporgfes de 1:16; 1:32; 1:64; 1:128 e 1:256. O diluente do
desinfetante foi agua ndo submetida a tratamento quimico,
bidestilada em equipamento de vidro, submetida a
autoclavacdo durante 15 minutos a 121°C e armazenada a
temperatura de refrigeracéo.

A quantificagdo das unidades formadoras de col6nias (U.F.C.)
foi executada como preconizado por PINHEIRO 16 (1990).
demarcando-se uma area da superficie do meio de cultura,
contando-se 6 cm a partir da extremidade inferior na super-
ficie exposta, tendo a leitura obedecido o seguinte critério:

-nenhuma U.E.C.; menos de 50 U.F.C.: contagem efetiva do
nimero dc col6nias; 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 anélise dos resultados obtidos foi efetuada através de teste
ndo-paramétrico, para comparagdo dc duas amostras inde-
pendentes: Teste U de Mann-Whitney 4. O nivel de
significancia adotado foi dc 0,05. O coeficiente de variagdo
das contagens dc U.F.C. foi calculado através da férmula
indicada por SOUNIS ” (1972).

Em cada ensaio foram testadas 5 dilui¢cBes diferentes de
hipoclorito de sédio ¢ um grupo controle no qual o produto
quimico foi substituido pelo placebo (solucdo salina estéril).
Além destes grupos houve um controle onde a matéria
organica foi substituida por solugdo salina estéril.

Sobre o carreador de papel de filtro foram colocados quatro
mililitros da suspensdo de Mycobacterium fortuitum 0,0005
g/% distribuidos uniformemente por toda a area 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 distribuidas uniformemente por toda a superficie
da placa. No grupo controle substituiu-se a matéria organica
por solucdo 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 organica utilizadas.

As placas foram armazenadas a uma temperatura de 28°C
durante 30 minutos. Uma vez concluido este periodo foram
aplicados os 4 mililitros do hipoclorito de sédio nas respec-
tivas concentracdes.

O periodo de atuagdo do desinfetante foi dc 60 minutos, nos
quais as placas foram mantidas a temperatura de 4 a 8°C. A
seguir, dos carreadores foram recortados trés amostras circu-
lares com 2,0 cm de didmetro as quais foram maccradas com
graalepistilo/estéreis,e 10mililitrosdasolucdo neutralizante;
esta suspensdo foi tamizada e submetida a uma nova diluicéo
de razéo de dez, modo a obter-se uma suspensdo a 1:100%
Esla foi centrifugada a 1000 G durante 20 minutos. Despre-
zou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento com 1
mililitro de solugéo salina estéril a 0,85%, e foram semeados
cinco tubos com meio de cultura Lowenstein-Jenscn’. Estes
tubos foram incubados a temperatura de 37°C por um periodo
de sete dias. Transcorridos os sete dias de incubacdo foi
observada a presenca de coldnias ¢ nos casos positivos, a
confirmacdo da caracteristica de alcool-acido c a resisténcia
do bacilo isolado foi obtida com a coloragdo de Ziehel-
Neelsen2

As leituras foram realizadas com sete dias de incubacgéo a
37"C, em uma area calculada a partir de seis centimetros
lineares medidos na superficie exposta do meio de cultura,
registrando-se os nimeros de Unidades Formadoras de Col6-
nias (U.F.C.) conforme os critérios apresentados a seguir:

- = 0,0 coldnias; () = contagem real; 1+ = 75,0
coldnias; 1/2+ = 112,5 col6nias; 2+ = 150,0 col6nias; 2/3+ =
250,0 colbnias; 3+ - 350 coldnias; 3/4+ =425,0 colonias; 4+
=500,0 coldnias.

RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo condensados nas Tab. ladeque
apresentam valores expressos em percentuais de redugdo do
nimero de U.F.C. dc Mycobacterium fortuitum por trata-
mento (diluicdo do desinfetante e presenca dc matéria orga-
nica) em relacdo aos respectivos controles cm cada grupo
experimental.

Tomando-se como valor minimo desejavel paraamensuragao
da acdo micobacteriana de um desinfetante a reducdo de pelo
menos 70% do ndmero de coldnias obtido nos respectivos
controles, verifica-se que cm auséncia de matéria organica
este limiar é obtido de maneira consistente até a diluicdo do
hipoclorito de sodio de 1:64; no entanto, em presenca de
matéria organica isto s6 ocorrc para o hipoclorito de sodio
diluido na proporgédo de 1:16, frente a0,5; 1,0e 1,5 gramas de
matéria organica (Tab. I a 3). Saliente-se, inclusive, que para
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TABELA 1
Percentagem de reducdo de Unidades Formadoras de Colbnias
(U.F.C.) de Mycobacterium fortuitum cm relacdo ao grupo
conirole, segundo a concentracdo de hipoclorito de sédio com 2,5%
de cloro alivo, a condicdo dc tratamento com 0,5 g de fezes bovinas
como fonte dc matéria organica e o grupo experimental. Séo Paulo,
1991.

Desinfetante 116 164 1:128 1:256

Grupo
Experimental Matéria
Nao Sim Néo Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim

Organica
1 {000 96.00 10000 73.(8) 84,30 3800 89.50 18(8) 3240 18.00
2 10000 9820 7600 8800 7000 7820 70.00 7630 3300 60.50
3 10000 9860 67.00 96.30 X250 8170 83.90 6950 1890 39.00
4 10000 99.50 96.40 8170 8230 63.40 9520 4870 70.00 14.60
5 10000 9650 9<\> 98.80 8500 X7.00 8200 7250 24.00 29.20
Ar’;fr:déifi‘ca IOMN) 97.76 X768 X7.56 8082 69.66 8412 6100 3566 32.26
Desvio 130 1356 947 550 1766 X43 1495 1796 1653
cw ,,2 1517 1080 6.80 2535 1002 2454 50.36 51.23

* Decisao
Estatistica

CV- Coeficiente de Variabilidade de Pearson; * = Verificacdo da
significancia da hipotese de nulidade para o efeito da presenca da matéria
organica, para cada concentragdo de hipoclorito de sédio (Teste I! de
Mann-VVhitney a = (1,05>: S = Estatisticamente significante; NS = Estatis-
ticamente ndo significante.

TABELA 2
Percentagem de redugdo de Unidades Formadoras de Coldnias
(U.F.C.) de Mycobactcrium fortuitum em relagdo ao grupo con-
trole, segundo a concentracédo dc hipoclorito de sédio com 2,5% dc
cloro ativo, a condic¢do de tratamento com 1,0 g de fezes bovinas
como fonte de matéria organica ¢ o grupo experimental. Sdo Paulo.
1991.

G Desinfetante 1:16 1:32 1.64 1:128 1256
rupo
luperimcmal ~ Malina B . . . ) . ~ .
Organica Nao Sim Nfe Sim NJo Sim Nio Sim Nao Sim
1 100.00 75.00 99.20 4580 86.(9 160.00 1640 17.60 58.80 0.00
2 100.00 98.00 99.80 8230 98.00 18200 96.40 7520 85.00 66.40
3 99.70 90.70 9270 6420 80.20 164,70 55.80 60.70 5580 9.50
4 100.00 7220 9840 7220 8460 7220 10000 50.00 7850 14.80
5 100,00 96.80 97.50 74HD 79.00 70,00 83.50 67.00 8230 40,98)
Média
PR 99.94 8654 9752 67,86 8556 69.70 7442 5410 72.08 26.14
Aritmética
Desvio
Padrio 1088 2,53 6.74 6.33 2454 2002 1227 24.09
cw 1257 2,59 1834 7.87 9,08 3298 37.00 17.05 92.15
+ Deciséo
S S S S S

Estatistica

CV = Coeficiente de Variabilidade de Pearson; * = Verificacdo da
significancia da hipoétese dc nulidade para o efeito da presenga da matéria
organica, para cada concentragdo de hipoclorito de sédio (Teste U de
Mann-VVhitney a= 0,05); S = Estatisticamente significante.
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TABELA 3
Percentagem dc reducdo dc Unidades Formadoras de Coldnias
(U.F.C.) de Mycobacterium fortuitum cm relagdo ao grupo con-
trole. segundo a concentracdo de hipoclorito de sddio com 2.5% dc
cloro ativo, a condicdo de tratamento com 1.5 g dc fezes bovinas
como fonte de matéria organica ¢ o grupo experimental. S&o Paulo.
1991

CV = Coeficiente de Variabilidade de Pearson; * = Verificacdo da
significancia da hipdtese de nulidade para o efeito da presenga da matéria
organica, para cada concentracdo de hipoclorito de s6dio (Teste U de
Mann-Whitney a = 0,05); S = Estatisticamente significante; NS =
Estatisticamente nédo significante.

TABELA 4
Percentagem de reducdo tie Unidades Formadoras de Col6nias
(U.F.C.) de Mycobacterium fortuitum em relagdo ao grupo con-
trole, segundo a concentragdo dc hipoclorito dc sédio com 2,5% dc
cloro ativo, a condigdo dc tratamento com 2.0 g dc fe/es bovinas

como fonte dc matéria organica e o grupo experimental. Sdo Paulo,
1991

Desinfetante 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Grupo
Organica NJo Sim Néo Sim Nao Sim Nio Sim Néo Sim
1 10000 96.00 10000 7230 97.00 72.30 5000 6120 90.00 4450
2 100 7860 9680 4580 8450 6580 7000 7250 7000 QQD
3 10000 97.20 79.30 57.00 9220 6420 57.80 46,40 40.00 38.00
4 100,00 59.00 9900 7040 9470 5450 99.00 2420 3420 42.40
5 10 ss40 9750 6930 6280 7440 8350 9.00 6570 13.60

Média

S 100.00 83,84 9452 6296 8624 66.24 7200 4266 59.98 27.70
Aritmética

Dsio
Per 3968 764 1012 1245 701 1761 2333 2048 17.72
c.v. 4732 813 1607 1443 1057 2446 5460 34.15 63.97
*Dn
L\U(ktica S s s NS NS

CV= Coeficiente de Variabilidade de Pearson; * = Verificacdo da
significancia da hipotese de nulidade para oefeito da presenga da matéria
organica, para cada concentracdo de hipoclorito de sédio (Teste U de
Mann-Whitney a = 0,05); S = Estatisticamente significante; NS =
Estatisticamente ndo significante.
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a 2,0 gramas de matéria organica (Tab. 4), ja c observado pelo
menos um percentual de reducgédo inferior a 70% na diluicdo
tio hipoclorito de sédio de 1:16 (grupo experimental 4).

As Tab. 1a4 possibilitam aanalise da variacdo observada nos
resultados obtidos com a metodologia experimental empre-
gada. De fato, para as concentrag6es de hipoclorito de sédio
dc 1:128 e 1:256, sdo observados coeficientes dc variagdo
superiores a 30% com valores mais elevados quando em
presenca dc matéria organica.

DISCUSSAO

As Tab. | a 4 construidas com os resultados obtidos pelo
calculo dos percentuais dc redugdo das contagens de U.F.C.
cm relacdo aos controles demonstraram que para ser mantido
um minimo dc 70% de reducdo de microrganismos. a presen-
ca de matéria organica determina a necessidade de pelo
menos quatro vezes mais desinfetante. Realmente, conside-
rando-se o valor de 70% como o minimo aceitavel em termos
de eficacia do produto quimico, encontra-se para o hipoclorito
dc so6dio com 2,5% dc cloro ativo as diluicdes dc trabalho de
1:64 c 1:16, respectivamente para as condi¢bes dc auséncia ou
dc presenca dc matéria organica.

Os resultados do presente trabalho concordam com os obser-
vados por PINHEIROT (1990) quando da avaliagdo do mes-
mo tipo dc desinfetante na diluicdo de 1:8 frente a 0.5 grama
de fezes dc bovino como fonte de matéria organica. Do
exposto, pode-se depreender que para este nivel de compo-
nente organico a maior diluicdo de trabalho do hipoclorito dc
sédio com 2,5% dc cloro ativo é a de 1:16. Tais observagdes
sdo igualmente concordantes com as obtidas em outros
ensaios, que também admitiram aexisténcia de uma
influéncia negativa da matéria organica sobre a atividade
bactericida dos hipocloritos. Entretanto, cumpre scr salienta-
do que tais afirma¢Bes discordam da teoria da atividade
desinfetante das cloraminas que pressupde a persisténcia do
poder bactericida do cloro ligado aos compostos nitrogenados
existentes nos diversos tipos de matéria organica®.

O elevado coeficiente de varia¢do constatado nos ensaios que
empregaram as mais altas diluicGes do hipoclorito de sodio
sugere que a partir dc um dado valor dc concentragdo do
desinfetante o seu efeito micobactericida comecga a compor-
tar-se de maneira muito irregular. O mesmo tipo de perfil foi
obtido por PINHEIRO (1990) quando testou o efeito
micobactericida dc um iodéforo na diluicdo de trabalho de
1:250 v/v.

A irregularidade na atividade micobacteriana do desinfetan-
te, constatada a partir do calculo dos coeficientes de variacéo.
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além dc revelar associacdo com as maiores diluigées do
desinfetante quimico, tambhém apresenta relagcdo com o au-
mento dos niveis de matéria orgéanica, o que fica bastante
evidente quando da observagédo dos valores indicados na Tab.
4 onde, frente a 2,0 gramas dc matéria organica, c encontrado
um coeficiente dc variagdo dc 47,32% para o hipoclorito dc
sédio diluido na proporgdo de 1:16.

Atemperatura escolhida para a realizagdo dos testes (4 a 8°C)
é umacondicdo que coloca o produto em um nivel critico pois,
simulando um valor vigente nos meses dc inverno em regides

de clima temperado, sdo obtidas conclusdes que poderdo ser
melhoradas caso a avaliagdo venha a sc realizarem tempera-
turas mais elevadas, usuais nas outras estagdes do ano em tais
areas c durante todo o ano cm regides dc clima tropical e sub-
tropical.

Os resultados obtidos demonstraram que quando da escolha
do hipoclorito dc sédio como elemento auxiliar cm progra-
mas de controle da tuberculose bovina, o seu emprego a nivel
dc instalagbes e de equipamentos zootécnicos devera ser
sempre precedido de uma completa higienizacdo visando a
remocdo dos componentes orgénicos.

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 l.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.
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