Mem., Inst. Butantan
37: 1T-42, 1%

CONTRIBUICAO PARA O ESTUDO DO ACIDO BORICO COMO
ANTISSEPTICO DE SANGUE CONSERVADO

ERUNO SOERENSEN

RESUMO — Estuda-se as possibilida-
des do uso do acido bdrico como antis-
séptico de sangue conservado. Determi-
nou-se a atividade antibacteriana om
plasma e sangue humano mantido a
4-6°C e contaminados propositadamen-
te; a influéncia das diferentes concen-
tragoes na preservacio de hemacias
conservadas a 4-6°C g finalmente a ati-
vidade toxica de amostras de sangue
contaminado contendo dcido bérico
como antisseptico, Foram utilizadas nas
provas cepas bacterianas psicrofilas
isoladas de sangue contaminado, sen-
do 12 do género Pseudomonas, 3 do
género Enterobacter e 6 do género
Bacillus,

A atividade bacteriostatica do Acido
borico no plasma corresponde as con-
centracoes de 0,12 a 0,25 g%, no sangue
0,10 a 0,209 g e a atividade bactericida
a partir de concentracoes superiores n
03 g%. Nas conceniracoes inferiores a
0,06 £¢% o antisseptico pode ser consi-
derado inactive, Nas concentracoes de
0,10 e 0,20g% nao houve acao hemoliti-
ca, conservando o sangue o seu aspcec-

to normal, principalmente no que se
refere a colocacao. A concentraciao de
0,1g9% do antisseptico adicionado a so-
lucdo ACD (Acido Citrico, Citrato de
Sodio, Dextrose) foi capaz de reduzir a
zero a elevada letalidade observada nos
erupos de eamundongos inoculados com
sangues contaminados sem antisseptico.
Finalmente concluiu-se sobre as possi-
bilidades do uso do Acido bérico adicio-
nado a solucdo ACD na concentracgiao
final de 0,1 g9% como antisseptico de
sangue conservado. Conforme dades
compulsados na literatura referente a
intoxicacio do homem pelo Acido bori-
co, verificou-se gue as concentragoes
que poderiam ser adicionadas como
antisseptico no sangue sio possivelmen-
te inferiores a dose tixica, entretanto,
recomenda-se que a aplicagio do mé-
todo seja precedida de estudos comple-
mentares.

UNITERMOS — Contaminacao bacte-
riana em Banco de Sangue. Acido bg-
rico como antisseptico de sangue con-
servado,

INTRODUCAO

Os acidentes transtusionais graves decorrentes do uso de sangue conta-
minado, registrados em todo o mundo, levaram a pesquisar a a¢io de antis-
sépticos que, adicionados ao sangue ou ao plasma, possam atuar como bacte-
ricstaticos sem alterar-lhe as suas caracteristicas fisicas, quimicas e biold-
gicas e sem provocar manifestacées de intolerdincia no receptor de transfusio.

Tesa apresentada a Faculdade de Medicina Veterinidria e Zootecnia da Universidade de
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O aspecto bacteriologico da contaminagio em Banco de Sangue foi motivo
de exaustivos estudos. Rivera Bandres (1967) no capitulo da etiologia dos
acidentes por contaminacgio, estabeleceu a freqiiéncia destas contaminagoes em
3 a 5%. Discombe e \IL}}-’U:‘ (1954) a encontraram em 3 a 5% dos casos; Braude
e col. (1952), 2,24%; Stevens e col. (1953), 1 a 3% Vonkilch (1967), 15%;
Spooner (196:} 5%; Bﬂ”tld‘mdl{ﬂ’ (1967), 3,9%, no Instituto de Leningrado, 1,1%
no Servico de Botkin o 2 2,8% nos pequenos servicos militares de transfusao, du-
rante a guerra; Whitby (1967) estimou em aproximadamente 5% nos Bancos
de Sangue ingleses, durante os anos de 1939 e 1945; durante 0 mesmo periodo,
Heath e Province (1942) encontraram 8,5% de contaminacgio bacteriana em
6151 plasmas colhidos na cidade de Nova Yorque.

Entre nos, Faria (1960), em 3000 frascos de plasmas examinados pela
bacterioscopia direta pré-transfusional, encontrou 3,3% de frascos suspeitos;
Soerensen (1965), em 2194 sangues examinados, encontrou 1% de contami-
nados.

Acidentes transfusionais mortais e reagoes pirogénicas foram relatadas em
nosso meio por Faria (1957, 1958, 1960), Santos Freire (1965) e Soerensen e
col. (1965). Fora do Brasil, entre outros: Leiva Cofré (1944), Borden e Hall
(1951), Stevens e col. (1953), Braude e col. (1953), Mc Entegrat (1956),
André e col. (1959), Germain e col. (1959), Massé e col. (1959) e Sanchez
Mendal e col. (1961).

A mortalidade decorrente da transfusio de sangue contaminado é de
aproximdamente 60%, Schier (1968), ou ainda de 50 a 90%, Miecznikowski
e Kus (1966).

Os estudos realizados por Pittman (1963) demonstram que os germes que
proliferam em sangue refrigerado devem apresentar as caracteristicas seguin-
tes: utilizacdo de nutrientes do sangue, resisténcia a acao letal e capacidade
de multiplicagio imediata a baixa temperatura. Através deste trabalho, po-
demos ter idéia do perigo de contaminacio ante a auséncia de atividade bac-
teriostatica do sangue sobre numerosos germes. Efetivamente, conforme estu-
dos referidos por Blatrix e col. (1963), a conservagio do sangue a +4° inibe
a fagocitose e diminui o poder bactericida do sangue, reduzindo a autoesteri-
lizacdo; paralelamente, Grimberg e col. (1936) demonstraram a inibigio da
acio bactericida do sangue exercida pelo citrato de sédio, quando usado em
concentracoes elevadas sobre cepas de Coliformes e bacilos tificos,

Diversos germes foram isolados de sangue e produtos derivados: Achro-
mobacter, Bﬂu]em e Hall (1951); memﬂfﬂbmnum aerogenoides, Bordem e
Hall (1951), Faria (1960); Aerobacter aerogenes, Braude e col. (1952);
Paracolobactrum intermediuwm, Pittman (1953); Escherichia freudii, Pittm:m
(1953); Coliforme, Braude e col. (1955); Pseudomonas sp, Braude e col.
(1955), Soerensen e c¢ol. (1965); Alcaligenes faecalis, Faria (1957); Flavobacte-
rium, Boy e col. (1958), M. pyogenes, var. albus, Faria (1960); Klebsiella,
Faria (1960); S. salivarius, Faria (1960); levedura, Faria (1960); B. sub-
tilis, isolado de um partida de solugaio A.C.D. contaminada, Faria (1960 );
Aerobacter liquefaciens, Sanchez Mendal e col. (1961); Staphylococcus coa-
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gulase negativa, Soerensen e col. (1965); bacilos Gram positivos, Soerensen e
col. (1965).

Os germes contaminantes de sangue siio, na sua maioria, psicrofilos, Faria
(1967), Soerensen e col. (19653).

Estas contaminagbes podem ter a sua origem nas bacteremias nao pa-
tolégicas do doador de sangue, como a prﬂwamda no periodo pos-prandial, na
{::»,tr.,uh.»:ﬂ.-:;au deficiente dos frascos de solucdo conservadora de sangue, nas do
aparelho de colheita, a assepsia deficiente da pele do braco do dﬂmr_lur qual-
quer falha do sistema fechado, tanto de extracio como nas referentes as
manipulagdes posteriores do frasco de sangue.

Os centros de colheita de sangue, que néo apresentam condigdes que
asseguerem a esterilidade do material e a assepsia necessaria na manipulacio
do sangue, fazem aumentar consideravelmente a incidéncia de contaminag?o.
A falta de refrigeragio apropriada de sangue para a conservagao e o transporte,
acelera a multiplicacao bacteriana, transformando os frascos de sangue em ver-
dadeiros caldos de cultura de germes, Soerensen e Sampaio Correa (1965).
Nos Bancos de Sangue, mesmo aqueles considerados de bom padrao, existe
um risco de contaminacio bacteriana acidental.

Paralelamente, foi relatado por Munzer e col. (1963) que a contaminagio
do tubo piloto de sangue pode dar eventualmente reagoes de Coombs falso-
positivos.

O aspecto clinico do choque transfusional também foi objeto de estudos.
As mf\mfuhgues clinicas observadas pela introdug¢do de grande nimero de
bactérias através do sangue ou do plasma, decorrem da aciao de endotoxinas,
Geller e col. (1954), e [:un:ubtuu em: tremores, febre (geralmente dentro de
uma hora ap6s o inicio da transfusio), néuseas, rapida qu:‘:da de pressio
sangiiinea com colapso vascular periférico, ]wmmm‘g,n anuria e, de modo
geral, morte num periodo de 30 horas, Soerensen e col. (1965). Diante deste
quadro clinico, o diagnéstico laboratorial deve ser feito através de exame bac-
teriologico imediato do residuo de sangue contido no frasco usado na trans-
fusio.

I5 possivel que as reagbes pirogénicas observadas freqiientemente, sejam
devidas, em grande parte, a veiculagio de pequeno niimero de bactérias; sa-
be-se que apenas os sangues altamente contaminados sao mortais, daf a
fregiiéncia relativamente baixa dos casos fatais.

Quanto aos métodos usados para evitar a transfusio de sangue contamina-
do, pode-se dizer que, indubitavelmente. devem-se prevenir as contaminagoes
pelo controle rigoroso da esterilizagio dos frascos e aparelhos de coleta, pela
assepsia rigorosa no momento da coleta e ulterior fracionamento do sangue,
e, finalmente, pela conservacio dos frascos de sangue a baixa temperatura em
geladeira (a temperatura 6tima de crescimento da grande maioria dos germes
que interessam a Bancos de Sangue ¢é aproximadamente 25°), Soerensen e
Sampaio Correa (1965). Ainda no capitulo de métodos profilaticos, Rivera
Bandres (1956) recomenda boa esterilizagio cutinea, a fim de proceder a pun-
¢ilo venosa e evitar a colheita em doadores que ingeriram alimentos durante as
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altimas 3 horas. Complementarmente, recomenda aos doadores habituais que
evitem escovar os dentes instantes antes da doacao, e, finalmente, evitar a
colheita de sangue diante da menor suspeita de processo bacteriano, como pe-
quenos furtnculos, pisdermites ligeiras, focos dentarios, ete.

Acreditamos que as técnicas modernas de colheita e conservagiao do san-
gue e plasma em saco plastico tenham contribuido para a diminuigao da con-
1aminacao.

Conforme observagdes de James e Stokes (1957), a simples conservagio
do sangue a 37° pelo periodo de duas horas imediatamente apos a colheita,
diminu1 a contaminagao bacteriana.

O método da bacterioscopia pré-transfusional é o mais adequado para
evitar o uso de sangue ou de plasma contaminados. A bacterioscopia pré-trans-
fusional em microscopia de fase foi aconselhada na Alemanha por Discombe e
Meyer (1954) e entre nés por Faria (1960). Petselt (1963), na Alemanha,
recomenda que a bacterioscopia pré-transfusional seja feita em limina corada
pelo azul de metileno ou pelo méiodo de Gram. Entre nos, ainda, Soerensen
(1965) preconizou nova téenica para a execugdao da bacterioscopia pré-transtu-
sional em limina corada pelo azul de metileno, demonstrando as varias vanta-
gens que a técnica oferece.

Recentemente, Soerensen e col, (1972) preconizaram novo método para a
determinacio da contaminaciio bacteriana através da dosagem de glicose com
tira reagente. Este método é aconselhado quando niao existe a possibilidade de
exame microscopico.

Conforme nossas observagoes, ¢ imprescindivel que os sangues sejam
submetidos a bacterioscopia pré-transtusional, pois a observagio macroscopica
do sangue contaminado nio apresenta, de maneira geral. nenhuma alteracao
que indique o perigo de sua aplicacao.

Independentemente dos aspectos que foram estudados, merece atencio
especial o uso de antissépticos em sangue e plasma estocados; numerosos au-
tores estudaram a solugao do problema das contaminagdes através do uso de
bacteriostaticos adicionados ao plasma ou ao sangue integral.

A aciio bacteriostitica da acridina e do trifenilmetano foi originalmente
estudada no plasma por Churchman (1939) e a acio do Mertiolato ®), por
Jamienson e Powell (1939). Estes resultados, entretanto, conforme Novak
(1939b), nao foram satisfatorios.

Novak, em 1939 (a), introduziu o uso da sulfanilamida na preservacio do
sangue. No mesmo ano. Harrington e Miles (1939) também o recomendam
na Inglaterra. Estes resultados sio confirmados por Hunwicke. em 1940; ainda
no mesmo ano, Bécart e Philippe (1940) estudam as sulfamidas na preservacio
do plasma. Em 1942, Novak aborda rovamente o assunto, analisando os re-
sultados obtidos durante 2 anos de uso das sulfamidas, recomendando, muito
especialmente, a adicio do sulfatiazol para a preservacio do plasma.

Em 1942, Heath e Province, numa andlise critica sobre o uso de antissép-
ticos no plasma, referindo-se as sulfamidas, chama a atenc¢io para o efeito
apenas bacteriostatico sobre alguns germes, sendo praticamente ineficaz sobre
a Pseudomonas aeruginosa, germe este freqiiente como contaminante de sangue.
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Paralelamente aos trabalhos realizados com sulfamidas na preservagiao do
sangue, foram usados diversos antissepticos, como o azul de metieno, em 1940,
Spivak e Pelishenko. Em 1941, Macky estuda o efeito bacteriostatico de an-
tissépticos no soro humano e plasma citratado, constatando que Mertiolato ®),
Metaphen ® nitrato de fenumercirio e proflavina mostram agio inibitoria
por espago relativamente curto sobre Staphylococcus aureus, B. subtilis, M.
tetragenes, Enterococcus. O referido autor ressalta, ainda, que nenhum dos
antissépticos usados apresentou agdo inibitéria sobre a Pseudomonas pyocianea,
e a impossibilidade do uso em concentracdes maiores, devido a sua toxidez;
ressalta ainda, que os testes realizados com timol e p-cloro-m-cresol foram
ineficientes como bacteriostiticos e quanto ao fenilmercirio, o inconveniente
da precipitagao das proteinas do soro.

Em 1943, Milzer, referindo-se ao assunto, afirma que infelizmente nio
se conhece um antisséptico adequado, que assegure a esterilidade do plasma.
Efetivamente, os estudos de Smith e col., realizados ja em 1936, demonstraram
que proteinas do soro neutralizam rapidamente o efeito bactericida do Mer-
tiolato ® e de outros preservativos mercuriais.

Em 1959, Mathes, apo6s revisio do assunto, refere que até o momento
foram usados, como antissépticos do plasma ou do sangue, entre outros, Neo-
salvarsan ®), Urotropina sulfanilamida, azul de metileno, Prontosil ®), Ni-
pagin ®), sulfapiridina, fenol, Rivanol (®) associado a tripaflavina, sulfatiazol,
Albucid sodico ®), timol, penicilina associada a sulfonamida, sulfapiridina as-
sociada a Rivanol ® e cloranfenicol.

Iste mesmo autor analisa os resultados, conclue que oS unrreslmmluntes a
sulfonamidas e antissépticos foram pouco satisfatorios, destacando-se uteis,
somente alguns antibioticos. como o cloranfenicol e a tetraciclina, merecendo
destaque o primeiro. Os sinonimos e formula quimica das substincias citadas
encontram-se no Anexo I.

Na Russia, onde é usado ¢ sangue de caddver para transfusiao, Shamov
(1937), Yudin (1937), pode-se observar que sio muito empregadas as sul-
fonamidas, a penicilina e outros antibiéticos. Mesmo assim, os hemoterapeutas
russos acham que a adi¢dio de antissépticos é completamente secundaria, sendo
muito mais importante a aplicagio de normas técnicas de extragio e conserva-
¢ao. Quando for usado sangue de placenta para transfusio, como descrito por
Page e col. (1939), igualmente as possibilidades de contaminagio sao maiores,
devido a manipulagiao. Nos casos necessarios, Bagdasarov (1967) recomenda
sulfatiazol.

Até o presente momento niao foi encontrado um antisséptico que reuna
todas as condigdes indispensaveis para a sua aplicagao. Todos os autores preo-
cuparam-se em testar os diferentes antissépticos de maneira geral, apenas dian-
te de germes patogénicos, esquecendo que estes, geralmente, nao possuem a
capacidade de multiplicacio a baixa temperatura, fato confirmado pelo iso-
lamento de numerosas bactérias saprofitas de sangue contaminado.

As normas estipuladas pelo U.S. Department of Health Education and
Welfare nao permitem o uso de antisseptico no p]nsme‘i, reccmendando a mani-
pulacdo asséptica e sua esterilizacio através de radiacao ultravioleta,
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O uso de antibioticos, a nosso ver, nao seria recomendéavel, uma vez que
exige sejam adicionados posteriormente a colheita do sangue, a fim de evitar
a perda de atividade na esterilizacao pelo calor ou ainda durante a estocagem
dos frascos de soluciio conservadora.

Evidentemente, se for necessario o uso de antisséptico, este deverd estar
contido na solugio conservadora e deverd apresentar, ainda, a caracteristica
da impossibilidade de alteragio através do tempo, em condicdes diversas de
estocagem. Paralelamente, sio requisitos fundamentais: 1) que possua agio
bacteriostitica sobre a maioria dos germes contaminantes de sangue; 2) que
nio altere as caracteristicas dos diferentes componentes do sangue e 3) que nas
doses usadas nio exerga agio toxica sobre o organismo do receptor, inclusive
sendo praticada transfusao de grandes volumes de sangue.

Desde 1965 nos interessamos pelo assunto e sentimos de perto os problemas
que sio enfrentados para impedir a contaminacio do sangue, evitar a trans-

fusio de sangue contaminado ou ainda a mortalidade elevada decorrente da
transfusao de sangue e plasma contaminados.

Diante do insucesso no uso de todos os antissépticos e antibidticos ensaia-
dos até a presente data, nos propuzemos estudar o Acido bérico como antis-
séptico de sangue conservado.

O acido bdrico toi escolhido devido a sua reconhecida agio antibacteriana.
Apods exaustiva pesquisa na literatura ndc encontramos relato sobre o uso de
acido boérico como antisséptico de sangue conservado.

I objetivo do presente Trabalho demonstrar que em cconcentragoes indcuas
conserva a sua acao antibacteriana.

MATERIAL E METODOS

As cepas usadas no presente trabalho foram isoladas por nés no periodo
compreendido entre os anos de 1965 e 1966, em 26 frascos de sangue macica-
mente contaminados, dos quais 3 responsiveis por acidentes transfusionais
mortais. As cepas, todas psicrofilas, sio 12 do género Pseudomonas, 8 do género
Enterobacter e 6 do género Bacillus, sendo conservadas em ampolas liofilizadas.

A identiticacio das 24 cepas foi feita pelos Drs. Margaret Pittman e
Charles R. Manclark, do National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
U.S.A., e as cepas correspondentes aos nimeros 1919 e 3192 foram identifi-
cadas por Soerensen e col. (1965). Os nimeros correspondem a identificacio
do sangue doador.

Nao incluimos deliberadamente, no presente trabalho, um Staphylococcus
albus com prova de coagulase negativa, por nao possuir a capacidade de
muitiplicacio em geladeira 4-6° (Soerensen e col., 1963).

Na Tabela I (p. 13) encontra-se a identificacio das cepas usadas.

Inicialmente, ocupamo-nos em investigar a acdo antibacteriana do dcido
borico sobre as cepas acima mencionadas.
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TABELA I

Identifica¢do das 26 cepas psicrdfilas isoledas de sanguc conservado.

T e

Espécie

Identificaciao Giénero
da cepa

=

1919 |

3192 ' | Nao identificada.

e

Nio correspondendo as caracteristicas de
0010 P. aeruginosa; P. fluorescens; P. putida;
4436 P, multivorans; P. maltophilia e P, pseu-
6504 domallei,

6679
BT80
7076
7583
33960

Similar, mas nfo idéntica a P. stutzeri.

PSEUDOMONAS

1910 maultivorans.

—

3863 fluorescens.

1323 |
153 |
1533
6892
7860

liguefaciens.

4011
4979
7682

Aerodqenes,

ENTEROBACTER

1044
9223
9437
33992 .
ESH |
3404

Nao identificada.

BACILLUS

1. Atividade antibacteriana do dcido bérico em plasma humano conser-
vado a 4-6° ¢ contaminado prﬂpﬂ.s'im!mentc.

Para a determinacio da acio antibacteriana do acido bérico foi obedecida
a técnica usada por McKay (1941) em estudos de atividade antibacteriana de
diversos antissépticos em plasma sanguineo.

O teste foi realizado com plasma humano separado assepticamente por
centrifugacio de sangue colhido em solugio A.C.D. (Acido citrico, citrato de
sodio, dextrose).,

Foi distribuido em 26 séries de 7 tubos fechados com rolhas de borracha,
contendo os primeiros tubos 9 ml e os demais 5 ml.
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Aos primeiros tubos de cada série foi adicionado 0,1 g de dcido borico
contido em 1 ml de solugao aquosa.

A partir destes tubos, foram teitas dilui¢oes ao dobro, em tubos contendo
o ml de plasma, obtendo-se as seguintes dilui¢oes: 1/100, 1,200, 1/400, 1/500,
1/1600 e 1/3200, que correspondem respectivamente as seguintes concentra-
goes: 1,00; 0,50; 0,25; 0,12; 0,06 e 0,03 gi. O sétimo tubo de cada série perma-
neceu como controle (sem dcido boérico). A cada série de tubos destinados a
uma determinada cepa foi adicionado, com pipeta, 0,2 ml de uma suspensio,
contendo 100 a 1000 microrganismos. A concentragdo bacteriana toi determi-
nada previamente por opacidade e através de tentativas foi estabelecida a
concentracio em numero de germes por contagem em placa.

Os tubos foram conservados em geladeira a 4-6° pelo periodo de 20 dias,
periodo este recomendado como maximo para o uso de sangue integral para
transfusao. Completado este periodo foi retirado de cada tubo, apds ligeira
agitacao, uma amostra de plasma a fim de submeter a cultura em placas de
agar simples.

As culturas foram realizadas depositando 1 ml do conteudo de cada tubo
(20 a 200 bactérias) em 3 placas de Petri de 13 em de didametro, esterilizadas,
colocando-se a seguir em cada placa 10 ml de agar simples fundido (45°)
misturada por delicada agitacio circular e logo apés solidificacao, incubados
pelo periodo de 72 horas a 25° determinando-se a média aritmética das
colonias encontradas.

2. Influéncia das diferentes concentragoes de dcido borico na preservagdo
de hemdcias humanas conservadas a 4-6°

Uma vez conhecida, diante das condicoes de nosso teste, a menor concen-
tracao de acido borico que exerce agao bacteriostatica, investigamos o grau
de hemolise de diversas concentragoes do antisséptico. Por motivo de ordem
pratica, iniciamos pela concentragio de (,1g% e incluimos concentragoes supe-
riores 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6g% a tim de sentirmos melhor a influéncia que
poderia exercer.

Trabalhamos com 3 amostras de sangue provenientes de 3 doadores.
Estes sangues foram colhidos em solugao A.C.D. e a seguir pipetados assep-
ticamente no volume de 10 ml em 14 tubos esterilizados de 18x180 mm com
tampa de borracha contende diferentes concentragoes de dcido boérico em 0,5
ml de solugao aquosa.

Dois tubos para cada amostra foram destinados a cada concentragio de
dacido bérico, incluindo 2 tubos controle sem acido boérico. Os mesmos foram
mantidos pelo periodo de 20 dias em geladeira (4-6°) e a intervalos de 5 dias
eram observados, sendo que um dos sangues correspondente a cada concen-
tracio do antisséptico permanecia em repouso e o outro submetido a ligeira
agitacio circular,

Apods 20 dias de observagao todos os sangues foram centrifugados a 2000
r.p.m., durante 10 minutos a fim de avaliar o grau de hemdlise através da
dosagem de hemoglobina. Para esta dosagem foi usado o método de Karr-
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Chorneck modificado e recomendado para esse fim pelo National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland (1952). Conforme normas estipuladas por essa
Institui¢ao o plasma ndo deverda conter mais que 25 mg de hemoglobina por
100ml, portanto admitimos esta cifra como maxima a ser tolerada.

3. Atividade antibacteriana do dcido bérico em sangue humano con-
servado a 4-6° e contaminado propositalmente.

Apos veriticagdo da auséncia de acio hemolitica do dcido borico nas con-
centragoes de 0,1 g#, concentragio esta praticamente correspondente a acao
bacteriostatica sobre as cepas por nés estudadas, pesquisamos a atividade bac-
teriostatica em sangue estocado a 4-6°.

O experimento foi conduzido da seguinte maneira: a colheita do sangue foi
feita em separado, em frascos contendo solucio A.C.D. e acido borico nas
concentragoes de 0,1; 0,2: 0.3: 0,4; 0,5 e 0,6g%. Estes frascos foram esteriliza-
dos por autoclavagio a 110° durante 30 minutos. Foi incluida para cada cepa
contaminante uma amostra de sangue controle, sem antisséptico.

Visando o posterior estudo da atividade toxica do sangue contaminado,
usamos 12 ml de sangue por tubo correspondente a cada cepa assim como a
cada concentracio de dcido bdrico; isto nos obrigou a colheita de sangue de
varios doadores.

No dia da colheita procedemos a conlaminacio proposital dos sangues
contendo diversas concentragoes do antisséptico, incluindo-se sempre para cada
cepa uma amostra de sangue controle sem dcido bérico, desta maneira cada
uma das 26 cepas serviu para contaminar uma série de tubos contendo dife-
rentes concentracoes do antisséptico e ainda um tubo controle, sem antissép-
tico.

A contaminagiio dos tubos de sangue foi procedida de maneira idéntica
aquela da determinag¢iao da atividade antibacteriana do 4cido bérico em plasma
citratado; o periodo de observacio foi também de 20 dias em geladeira (4-6°).

Independentemente da contagem de germes em placa procedemos a bac-
terioscopia pelo método de Gram, de cada amostra de sangue.

4. Atividade toxica de amostras de sangue contaminado contendo como
antisséptico dcido borico.

Apos a verificacao da atividade bacteriostatica do acido boérico na con-
centracio de 0,1g% em sangue total, nos interessamos em pesquisar a atividade
toxica destas amostras de sangue contaminado, através de inoculacio em ca-
mundongo.

Com esse objetivo, utilizamos o método descrito por Geller e col. (1954).
Este método consiste na inoculacio de 0,5 ml de sangue por via intraperitoneal
em camundongo de 12 a 18g.
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Foram usadas nas inoculagbes as amostras de sangue contaminado cor-
respondentes a concentragao de 0,1gf% de antisséptico assim como as corres-
pondentes a sangue contaminado sem antisséptico. Estas amostras foram as
mesmas que serviram na determinagao da atividade bacteriostitica do #cido
bérico em sangue.

Nos testes foram usados 848 camundongos swiss, machos de 12 a 18 g.
divididos da seguinte maneira: 416 animais em 26 grupos de 16 camundongos
para cada amostra de sangue contaminado contendo acido bérico na concen-
tragao de 0,1g%. Numero igual de animais foi utilizado com as amostras de
sangue contaminado sem antisséptico.

Um grupo de 16 camundongos foi inoculado com sangue nio contaminaco.

Todos os animais receberam o mesmo tratamento e apds 48 horas foi
determinada a letalidade para cada sangue contaminado contendo antisséptico
assim como para os grupos correspondentes de animais inoculados com san-
gue sem antisséptico.,

RESULTADOS

1. Atividade antibacteriana do dcido borico em plasma humano conser-
vado a 4-6° e contaminado propositalmente.

Atraves da andlise da Tabela II (p. 27), pode-se observar que:

1.1. O acido bérico exerceu atividade possivelmente bactericida a par-
tir das concentragdes superiores a 0,500 g% sobre todas as cepas
submetidas ao teste.

1.2. Nas concentragoes de 0,12 a 0,25 g% exerceu agio bacteriostitica.

1.3. Nas concentragoes inferiores a 0,06 g% pode ser considerado inativo.

2. Influéncia das diferentes concentracoes de dcido borico na preserva-
¢io de hemdcias humanas conservadas a 4-6°.

Pode-se observar através do exame da Tabela I1I (p. 28), que:

2.1. O é4cido borico nas concentracoes de 0,1; 0,2 e 0,3 gl nio exerceu
acao hemolitica sobre nenhuma das amostras de sangue empregadas
quando as mesmas foram mantidas em repouso. Entretanto, quan-
do submetidas a agitagio periodica, na ultima concentragio, a
dosagem de |‘|(‘Il]f}"]t}rlllﬂd ultrapassou 25 mg%. Independentemente,
foi possivel seguir com intervalos de 5 dias a progressio da he-
molise nos tubos de sangue contendo antisséptico e sangue controle

Fig. 1, 2, 8 e 4 (p. 29).

2.2. O 4cido bérico nas diferentes concentracoes nio modificou o as-
pecto normal do sangue, principalmente no referente a coloragéo

Fig. 5 (p. 29).
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TABELA II

Agdo antibacteriana do dcido bLérico em plasma humano conservado a J°6C.

NUMERQ DE COLONIAS

; Controle
— - CONCENTRACAO DO DESINFETANTE (sem de-
£ Especi sinfe-
EPAT Gonsie ki 1,000 g% 0500 g% 0250 g% 0125 g% 0062 g% 0031 g%  tante)
1919 N e 0 0 91 23 incont. incont. incont,
3192 A0 s tan g 0 0 40 38 incont. incont. incont,
0010 o Nao correspondendo as carac- 0 0 0 81 incont. incont. incont.
—_— teristicas do P. aeruginosa; P. — :
4436 g fluorescens; P, putida; P. stul- 0 0 0 19 incont. incont, incont.
= zeri; P. multivorans; P. malto- - : =
6504 o philia e P. pseudomallei. 0 0 60 57 incont, incont. incont,
e 6679 E : 0 0 12 19 incont, incont. incont,
6780 ﬁ Similar, mas nao idéntica a 0 0 31 14 incont. 'inceni;.__ incont,
7076 P 0l 0 43 98 incont. incont, incont.
7583 P. stuzeri 0 0 29 30 incont. incont. incont.
33960 0 0 29 E:‘.ﬂ_ incont. incont. incont.
1910 : -‘.l'lmlt'iﬂﬂ?*ﬂﬂﬁ' -D-_ 0 23 9 3 incont. iI'I.G{}IIt. inqﬂ_l’}t_
3863 fluorescens 0 0 23 17 incont. incont. incont,
1323 & 0 0 9 __14 incont. incont, incont,
1530 S F 0 0 20 15 incont, incont. incont.
1533 © : 0 0 44 29 incont. incont. incont.
i - liguefaciens - - ve=r
6892 fq 0 0 12 41 incont. incont. incont.
TEE0 ':‘_ 0 0 T 4 incont. incont. incont,
4011 E 0 0 30 90 incont. ir_Ef:unt. incont.
4979 P aerogenes 0 0 31___- | 18 incun_t_t. inmﬂﬁ._ ____inc!:-n_t,__
7582 . 0 0 81 T incont. incont. incont.
1042 0 0 62 a1 incont. incont. incont.
9223 < 0 0 11 14 incont, incont. incont.
9437 H (7T 0 30 32 incont. incont. incont.
33992 3 Nio identificada 0 0 Um0 14 incont, incont. incont.
BSH Eg 0 0 Th 8 incont. incont. incont.
a7 3454 0 0 24 31 incont. incont. incont.
=] — —~ -

— cultura negativa.
incont. = incontaveis.



TABELA TIII

Dosagem de hemoglobina no plasma {(método do Karr-Chornock modificado pelo National Institutes of Health, Bethesda, Maryland)
de sangue colhido com diferentes concentracoes de deido bérico.

Sangue h CONTROLE |
: a u

Q o & o o= | o o (= oS | = o & - ol

1 | a8 H = o b . O 7 = e = = o RS =9 Qi ¥ 3]

2 | g3 | ®3 | wes | s | wemy | w3 | Ko7 | ®F | eem [ €3 | ®R9F | v | #9537

: = SRR SR S S R0 S [ o S R e SRS SO B TR I SR e 8 oAl e B 0 2 2

o g - | v B8 .0 o B - o 3 e T - o T n < n b3 o 9 e HT

o m i s= | S<&  og <& | SR | 3<a | Sk | S<a | S8 | S<R | SE | S<€2
A 5mgde! 22 mg% Smg%| 9mgf| 9mgdh| 16 melh Tmg%| 30mgt| 13mgs | 39mg%! 15mes | 48 mg%| 30 mg% | 60 mg
E T mg'}“a| 20 mg % SmgT| 15 mg% 9mgo,| 20 meg%h 4mgd| 28mg%| 13mgd%| 35mgf%| 13mgdh| S0mgdh | 33 mg%| 61 mgoh
C f Tmg% i 24 mg9g D mg% 18 mgd; 1 Tmgd| 20mg% omgde | 33mes:| 16mgf%h | 3dbmg% | 18mgd%h | 43mgd% | 28mgdh | 58 mg%h
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= — = _— = —_— = =

3. Atividade antibacteriana o dcido borico em sangue humano conser-
vado a 4-6° e contaminado prn:,l,nusimhnmiw.

3.1. A bacterioscopia direta das amostras de sangue contendo acido bo-
rico nas concentracoes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 g% resultaram
negativas, entretanto as realizadas com amostras sem antisséptico
(controle) resultaram positivas, confirmando as caracteristicas mor-
fologicas e tintoriais correspondentes a cepa contaminante.

3.2. As concentracoes de 0 1 e > 0.2 g% de acido borico exerceram ativi-
dade bacteriostatica — Tabela IV (p. 33).

<o
co

A partir da concentracio de 0,2 g% exercem possivelmente atividade

bactericida.

3.4. As amostras de sangue correspondentes as concentragoes de 0,1 e
0,2 g% de antisséptico apresentaram-se com as caracteristicas fisicas
de sangue normal. Isto ndo aconteceu com as das amostras controles
(sem antisséptico) onde dependendo das ciracteristicas da cepa
contaminante, eram nitidas as alteragcoes de cor para vermelho-es-
cura, violicea ou ainda a veriticagao de evidente grau de hemolise
ou presenca de fibrina. Figs. 6 a 18 (pp. 30 a 32).
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